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w a s t e w a t e r t r e a t m e n t i n t h e U n i t e d St a t e s . M o l e c u l a r m e th o d s i n m i c r o b i o l o g y h a v e
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p h y s i o l o g y o f a n o r g a n i s m a n d e x t r a p o l a t i o n o f t h o s e c h a r a c t e r i s t i c s t o m o r e c o m p l e x
s y s t e m s f o r t h e s t u d y o f e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s . St a b l e i s o t o p e p r o b i n g (S I P ) i s a m e th o d
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,
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T h e m e t h o d o f [U -
' ^ C ]p h e n o l a d d i t i o n i n SI P in c u b a t i o n s a f f e c t e d th e d e g r e e o f
C - l a b e l i n g i n t h e SI P e x p e r im e n t , w i t h t h e s p i k e - f e d s a m p l e s b e i n g m o r e h e a v i l y l a b e l e d
t h a n t h e c o n t i n u o u s l y f e d s a m p l e s . T h i s fi n d i n g c a n h a v e im p l i c a t i o n s f o r t h e d e s i g n a n d
i n t e r p r e t a t i o n o f f u t u r e SI P e x p e r im e n t s .
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C H A P T E R 1
I N T R O D U C T I O N A N D B A C K G R O U N D
D e s p i t e t h e c e n t r a l i t y o f t h e a c t i v a t e d s l u d g e p r o c e s s t o w a s t e w a t e r t r e a t m e n t ,
r e l a t i v e l y l i t t l e i s d e f i n i t i v e l y k n o w n a b o u t t h e m i c r o b i a l e c o l o g y t h a t g o v e r n s i t .
T r a d i t i o n a l l y , w a s t e w a t e r t r e a t m e n t s y s t e m s h a v e b e e n d e s i g n e d u s i n g a g g r e ga t e p a r a m e t e r s
t o c h a r a c t e r i z e t h e w a s t e s t r e a m s - b i o c h e m i c a l o x y g e n d e m a n d (B O D ), t o t a l s u s p e n d e d
s o l i d s (T S S), o r t o t a l K j e l d a h l n i t r o g e n (T K N ) f o r e x a m p l e . T h e m i c r o b i a l e c o l o g y o f t h e s e
s y s t e m s h a s f o c u s e d o n o p e r a t i o n a l c h a n g e s , s u c h a s t h e e s t a b l i s h m e n t o f a e r o b i c a n d
a n a e r o b i c z o n e s
,
t o s e l e c t c o m m u n i t i e s o f o r g a n i s m s w h i c h p e r f o r m s u c h b r o a d l y d e fi n e d
b i o c h e m i c a l o p e r a t i o n s a s r e m o v a l o f B O D , T K N , o r p h o s p h o r u s . T h e s e a g g r e g a t e
p a r a m e t e r s a n d b i o c h e m i c a l o p e r a t i o n s p r o v i d e p r a c t i c a l l y u s e f u l i n f o r m a t i o n t o t h e
w a s t e w a t e r e n g i n e e r a n d p r o v i d e a b a s i s f o r m o d e l i n g o f w a s t e w a t e r t r e a tm e n t s y s t e m s , b u t
m o r e fi n e l y d e t a i l e d i n f o r m a t i o n a b o u t t h e c o n s t i t u e n t s o f w a s t e w a t e r s t r e a m s a n d t h e
m i c r o b i a l i n t e r a c t i o n s w i t h i n b i o l o g i c a l t r e a t m e n t p r o c e s s e s i s n e e d e d i n o r d e r f o r w a s t e w a t e r
e n g i n e e r s t o b e t t e r d e s i gn a n d o p e r a t e t h o s e p r o c e s s e s . A dv a n c e s i n m o l e c u l a r b i o l o g y a r e
p r o v i d i n g a n e x c i t i n g n e w s e t o f t o o l s w i t h w h i c h w a s t e w a t e r e n g i n e e r s c a n m o r e fi n e l y
c h a r a c t e r i z e b i o l o g i c a l t r e a t m e n t p r o c e s s e s .
W e m a y o b t a i n i n f o r m a t i o n a b o u t t h e c o m p o s i t i o n o f a m i c r o b i a l c o m m u n i t y i n s i t u
b y i n t e r r o g a t i n g t h e n u c l e i c a c i d s o f t h e o r g a n i s m s c o m p o s i n g th e c o m m u n i t y . N u c l e i c a c i d -
b a s e d m e t h o d s a r e b e c o m i n g i n c r e a s i n g l y c o m m o n in t h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t fi e l d a n d a r e
p r o v i d i n g a l e v e l o f d e t a i l p r e v i o u s l y u n a v a i l a b l e f o r b i o l o g i c a l t r e a t m e n t p r o c e s s e s A b a s i c
u n d e r s t a n d i n g o f t h e c h e m i c a l s t r u c t u r e o f n u c l e i c a c i d s a n d t h e c e n t r a l d o g m a o f m o l e c u l a r
b i o l o g y i s fu n d a m e n t a l t o t h e u n d e r s t a n d i n g o f t h e s e m e th o d s . T h e c e n t r a l d o gm a s t a t e s t h a t
g e n e t i c i n f o r m a t i o n s t o r e d i n d e o x y r i b o n u c l e i c a c i d (D N A ) i s t r a n s c r i b e d t o r i b o n u c l e i c a c i d
(RN A ), w h i c h i s t h e n t r a n s l a t e d in t o p r o t e i n . A d e e p e r l o o k in t o e a c h s t e p o f t h i s p r o c e s s
w i l l r e v e a l t h e q u e s t i o n s w h i c h w e c a n a n s w e r f r o m kn o w l e d g e o f t h e c h a r a c t e r i s t i c s o f a n
o r g a n i s m
'
s n u c l e i c a c i d s .
T h e
"
b l u e p r i n t s
"
o f a n o r g a n i s m a r e c o n t a i n e d i n i t s D N A . I f t h e g e n e s e n c o d i n g a
p r o t e i n n e c e s s a r y f o r a p a r t i c u l a r b i o c h e m i c a l p r o c e s s a r e n o t a v a i l a b l e t o a n o r g a n i s m i n i t s
D N A , t h e o r g a n i s m c a n n o t c a r r y o u t t h a t p r o c e s s . T h e r e f o r e , a n o r g a n i s m
'
s ge n e t i c
c o m p o s i t i o n d e t e r m i n e s i t s p h e n o t y p i c p o t e n t i a l , a n d k n o w l e d g e o f i t s D N A c a n a n s w e r t h e
q u e s t i o n
"
w h a t b i o c h e m i c a l p r o c e s s e s c a n t h i s o r g a n i s m p e r f o r m ?
"
I n w a s t e w a t e r
e n g i n e e r i n g , p a r t i c u l a r l y f o r i n d u s t r i a l w a s t e w a t e r , t h e b i o c h e m i c a l p r o c e s s e s w e a r e
c o n c e r n e d w i t h t y p i c a l l y i n v o l v e t h e m e t a b o l i c t r a n s f o r m a t i o n o f a p a r t i c u l a r c o m p o u n d .
T h e r e a r e s e v e r a l t y p e s o f R N A , tw o o f w h i c h a r e m o s t c o m m o n l y t a r g e t e d b y th e s e
m o l e c u l a r m e t h o d s . T h e t y p e o f R N A r e f e r r e d t o i n t h e c e n t r a l d o gm a i s m e s s e n g e r R N A
(m R N A ) . m R N A c a r r i e s t h e i n s t r u c t i o n s fr o m D N A t o r i b o s o m e s , t h e p r o t e i n f a c t o r i e s o f
c e l l s
,
w h e n a g en e i s e x p r e s s e d b y t h e o r g a n i sm . W i th k n o w l e d g e o f a n o r g a n i s m
'
s m R N A
w e c a n p a r t i a l l y a n s w e r t h e q u e s t i o n
"
w h a t b i o c h e m i c a l p r o c e s s i s t h e o r g a n i s m
p e r f o r m i n g ?
" T h i s qu e s t i o n m i gh t o n l y b e p a r t i a l l y a n s w e r e d b e c a u s e a p r o t e i n m a y h a v e
m o r e t h a n o n e f u n c t i o n a n d m o r e t h a n o n e p r o t e i n c o u l d b e r e s p o n s i b l e f o r a p a r t i c u l a r
f u n c t i o n . T h e r e i s s t i l l a l e v e l o f u n c e r t a i n t y a b o u t a n o r g a n i s m
'
s a c t i v i t y i n t h e e n v i r o n m e n t
e v e n w i t h k n o w l e d g e o f i t s m R N A .
T h e o t h e r t y p e o f RN A o f i n t e r e s t i s r i b o s o m a l R N A (r R N A ) , w h i c h i s o n e o f t h e
n e c e s s a r y c o mp o n e n t s o f a f u n c t i o n i n g r i b o s o m e . F o r s e v e r a l r e a s o n s , r RN A a n d t h e g e n e s
e n c o d i n g f o r r R N A h a v e b e e n w i d e l y a d o p t e d a s a p h y l o g e n e t i c m a r k e r (p h y l o g e n y r e f e r s t o
e v o l u t i o n a r y r e l a t i o n s h i p a t t h e m o l e c u l a r l e v e l ) . A l l k n o w n o r g a n i s m s p o s s e s s r i b o s o m e s
a n d , c o n s e q u e n t l y , r R N A . B e c a u s e r R N A i s u b i q u i t o u s t h e r e i s l i t t l e p r e s s u r e f o r a n
o r g a n i s m t o o b t a i n t h e r R N A g e n e o f a n o t h e r o r g a n i s m b y h o r i z o n t a l g e n e t r a n s f e r , s o t h a t a
g i v e n r RN A m o l e c u l e i s l i k e l y t o b e u n i q u e t o t h e o r g a n i s m p o s s e s s i n g i t . T h e r e a r e r e g i o n s
o f t h e r R N A m o l e c u l e a n d t h e r R N A g e n e w h i c h a r e h i g h l y c o n s e r v e d f r o m o n e s p e c i e s t o
a n o t h e r
,
b u t t h e r e a r e a l s o r e g i o n s w h i c h v a r y g r e a t l y . T h e r R N A g e n e a n d r RN A r e m a i n
c o n s t a n t e n o u g h (i n t h e h i g h l y c o n s e r v e d a r e a s ) t o b e r e c o g n i z a b l e f r o m o n e o r g a n i s m t o
a n o t h e r , b u t a l s o d i f f e r s e n o u g h t h a t s m a l l e v o l u t i o n a r y c h a n g e s fr o m o n e o r g a n i s m t o
a n o t h e r c a n b e d e t e c t e d . F i n a l ly , r R N A a n d th e r RN A g e n e c o n t a i n e n o u g h i n f o r m a t i o n t o
m a k e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t c o m p a r i s o n s b e t w e e n m a n y r R N A m o l e c u l e s w h i l e p r o v i d i n g a
fi n e l e v e l o f p h y l o g e n e t i c d e t a i l .
T w o t y p e s o f t e c h n i q u e s m a y b e u s e d t o s t u d y n u c l e i c a c i d s - h y b r i d i z a t i o n
t e c h n i q u e s a n d a m p l i fi c a t i o n t e c h n i q u e s . B o t h t e c h n i q u e s r e l y o n t h e a b i l i t y o f
c o m p l e m e n t a r y n u c l e o t i d e b a s e s t o f o r m h y dr o g e n b o n d s . P r o b e s a r e o l i g o n u c l e o t i d e s w h i c h
b i n d
,
o r h y b r i d i z e , t o sp e c i fi c , c o m p l e m e n t a r y s e q u e n c e s o f b a s e s i n D N A o r R N A . S e v e r a l
h y b r i d i z a t i o n t e c h n i q u e s w h i c h m a k e u s e o f l a b e l e d p r o b e s h a v e b e e n d e v e l o p e d . P r o b e s
m a y b e l a b e l e d w i t h r a d i o a c t i v i t y , c o l o r e d a g e n t s , o r fl u o r e s c e n t a g e n t s . A m p l i fi c a t i o n
m a k e s u s e o f t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (PC R ) t o p r o d u c e m a n y c o p i e s o f a p i e c e o f
D N A i n a t e s t t u b e
.
I n P C R , tw o s h o r t o l i g o n u c l e o t i d e p r im e r s a r e a d d e d i n g r e a t e x c e s s t o a
s a mp l e o f D N A . T h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e o f b o t h e n d s o f t h e t a r g e t D N A s e gm e n t m u s t b e
k n o w n i n o r d e r t o d e v e l o p P C R p r im e r s . P r im e r s f o r t h e r R N A g e n e m a y b e d e s i g n e d t o
t a r g e t a b r o a d g r o u p o f o r g a n i s m s o r a m o r e s p e c i fi c g r o u p o f o r g a n i s m s , p o s s i b l y a s i n g l e
s p e c i e s , b y t a r g e t i n g h i g h l y c o n s e r v e d o r h i gh l y v a r i a b l e r e g i o n s o f t h e r R N A g e n e ,
r e s p e c t i v e l y . T h e p r im e r s b i n d t o c o m p l e m e n t a r y r e g i o n s o f D N A a n d p r o v i d e a s t a r t i n g
p o i n t f o r e x t e n s i o n o f t h e D N A b y th e e n z y m e D N A p o l y m e r a s e . A f t e r 2 0 t o 3 0 c y c l e s o f
P CR , a 10
^
- t o 10
^
- f o l d i n c r e a s e i n t h e t a r g e t e d s e gm e n t o f D N A i s o b t a i n e d . A ft e r
a m p l i fi c a t i o n b y P C R , t h e r e s u l t in g p r o d u c t D N A c a n b e s u bj e c t e d t o a m u l t i t u d e o f
m o l e c u l a r a s s a y s .
So m e m i c r o b i a l c o m m u n i t y a n a l y s i s t o o l s u s e d i n w a s t e w a t e r e n g i n e e r i n g t o d a t e
h a v e b e e n fl u o r e s c e n t i n - s i t u h y b r i d i z a t i o n (F I SH ) a n d P C R f o l l o w e d b y d e n a t u r a n t g r a d i e n t
g e l e l e c t r o p h o r e s i s (D G G E ), t e m p e r a t u r e g r a d i e n t g e l e l e c t r o p h o r e s i s (T G G E ) , o r t e r m i n a l
r e s t r i c fi o n fr a g m e n t l e n g th p o l y m o r p h i s m (t - R F L P) F I SH m a k e s u s e o f fl u o r e s c e n t l y
l a b e l e d o l i g o n u c l e o t i d e p r o b e s t o d e t e c t s p e c i fi c g r o u p s o f o r g a n i s m s i n i n t a c t m i c r o b i a l
c o m m u n i t i e s , t h u s s h o w i n g s p a t i a l r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n d i f f e r e n t o r g a n i s m s i n m i c r o b i a l
c o m m u n i t i e s w i t h th e p o t e n t i a l f o r e n u m e r a t i n g t h o s e o r g a n i s m s i n a s a m p l e . F I SH r e q u i r e s
a p r i o r i k n o w l e d g e o f a n o r g a n i s m
'
s g e n e s e q u e n c e i f a g e n e o f t h a t s p e c i fi c o r g a n i sm i s t o
b e i n v e s fi g a t e d .
D G G E
,
T G G E
,
a n d t - R F L P a r e u s u a l l y u s e d i n n o n
- s p e c i fi c e v a l u a t i o n s o f m i c r o b i a l
c o m m u n i t i e s
,
u n l i k e F I S H
,
w h i c h i s u s e d t o i n v e s t i g a t e s p e c i fi c o r g a n i s m s o r g e n e s w i t h i n a
c o m m u n i t y . D G G E (M u y z e r e t a l . , 19 9 3 ) a n d T G G E (W a t a n a b e e t a l , 19 9 8 ) p r o v i d e a
c o m m u n i t y
" fi n g e r p r i n t
"
(a n a l o g o u s t o a c h r o m a t o g r a m ) o r r o u g h b a s i s f r o m w h i c h t o
c o m p a r e t h e s t r u c t u r e a n d e s ti m a t e d i v e r s i t y o f m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s . I n D G G E o r T G G E ,
a P C R p r o d u c t o f a v a r i a b l e r e g i o n o f a g e n e fl a n k e d b y c o n s e r v e d r e g i o n s i s a m p l i fi e d fr o m
o n e c o n s e r v e d r e g i o n t o t h e n e x t . T h i s d o u b l e - s t r a n d e d P C R p r o d u c t i s t h e n s u bj e c t e d t o g e l
e l e c t r o p h o r e s i s i n w h i c h a d e n a t u r a n t g r a d i e n t i s e s t a b l i s h e d e i t h e r c h e m i c a l l y (D G G E ) o r b y
i n c r e a s i n g t e m p e r a t u r e (T G G E ) a c r o s s t h e g e l . I d e a l l y , D N A a m p l i f i e d fr o m d i f f e r e n t
o r g a n i s m s w i l l d e n a t u r e (s e p a r a t e ) a t d i f f e r e n t l o c a t i o n s a l o n g t h e g r a d i e n t du e t o d i f f e r e n c e s
i n a t t r a c t i v e f o r c e s k e e p i n g t h e D N A d o u b l e - s t r a n d e d . W h e n t h e D N A d e n a t u r e s i t r e m a i n s
a t o n e p o s i t i o n i n t h e g e l a n d a b a n d o f D N A f o r m s . T h e l o c a t i o n a n d , t o s o m e d e g r e e , t h e
i n t e n s i t y o f d i f f e r e n t b a n d s i n t h e g e l i n d i c a t e t h e d i v e r s i t y a n d s t r u c t u r e o f t h e m i c r o b i a l
c o m m u n i t y .
A n o t h e r c o m m u n i t y fi n g e r p r i n t i n g t e c h n i q u e i s t - R F L P (L i u e t a l . , 19 9 7 ) . I n t - R F L P ,
o n e P C R p r im e r i s l a b e l e d w i t h f lu o r e s c e n t d y e . A f t e r t h e P CR i s p e r f o r m e d , t h e p r o d u c t i s
d i g e s t e d w i t h r e s t r i c t i o n e n z y m e s w h i c h c u t t h e D N A a t s p e c i fi c n u c l e o t i d e s e q u e n c e s . T h e
t e r m i n a l r e s t r i c t i o n f r a g m e n t s (t - R F ) c a n b e d i s t i n g u i s h e d fr o m o th e r r e s t r i c t i o n f r a g m e n t s b y
'^^
t h e d e t e c t i o n o f f l u o r e s c e n c e , a n d t h e l e n g t h s o f t - R F s c a n b e d e t e r m i n e d b y p o l y a c r y l a m i d e
g e l e l e c t r o p h o r e s i s . A m p l i fi e d ge n e s o f d i f f e r i n g s e q u e n c e a r e l i k e l y t o p r o du c e a t - RF o f
d i f f e r i n g l e n g t h C o n s e q u e n t l y , a n e s t i m a t e o f c o m m u n i t y d i v e r s i t y c a n b e m a d e a n d
m u l t i p l e c o m m u n i t i e s c a n b e c o m p a r e d fo r s t r u c t u r a l s im i l a r i t y w i t h t - R F L P fi n g e r p r i n t i n g .
I n a d d i t i o n t o c o m p a r i n g m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s o r i d e n t i fy i n g o r g a n i s m s w i t h i n
t h e s e c o m m u n i t i e s
,
c u l t u r e - i n d e p e n d e n t m o l e c u l a r a s s a y s c a n b e u s e d t o t a r g e t fi a n c t i o n a l
g e n e s . T h e s e fu n c t i o n a l g e n e s a r e m o s t c o m m o n l y k n o w n f r o m i s o l a t i o n a n d
c h a r a c t e r i z a t i o n o f a p u r e c u l t u r e t o b e r e s p o n s i b l e f o r a s p e c i fi c b i o c h e m i c a l p r o c e s s .
H o w e v e r
,
t h e e n v i r o n m e n t o f s u c h i s o l a t e s i s o f t e n d r a s t i c a l l y d i f f e r e n t f r o m a n d s im p l e r
t h a n t h a t w h i c h i s e n c o u n t e r e d i n c o m p l e x s y s t e m s s u c h a s s o i l o r a c t i v a t e d s l u d g e .
C o n s e q u e n t l y , i s o l a t i o n a n d c h a r a c t e r i z a t i o n o f a m i c r o o r g a n i s m d o e s n o t p r o v i d e d e fi n i t i v e
i n f o r m a t i o n o f t h a t m i c r o o r g a n i s m
'
s r o l e i n t h e m o r e c o m p l e x n a t u r a l e n v i r o n m e n t n o r
e x c l u d e t h e p o s s i b i l i t y t h a t o t h e r f l i n c t i o n a l g e n e s a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e s a m e b i o c h e m i c a l
o p e r a t i o n i n s i t u .
B o t h c u l t u r e d a n d u n c u l t u r e d m i c r o b e s m a y b e i d e n t i f i e d a n d e n u m e r a t e d u s i n g
h y b r i d i z a t i o n t e c h n i q u e s s u c h a s F I SH (G i o v a n n o n i e t a l . , 19 8 8 ; M o t e r a n d G o b e l , 2 0 0 0 ) o r
a m p l i f i c a t i o n t e c h n i q u e s s u c h a s a q u a n t i t a t i v e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (q PC R ) (B e l l e r e t
a l . , 2 0 0 2 ) . B u t i d e n t i f i c a t i o n o f t h e s e o r g a n i s m s i n t h e e n v i r o n m e n t n e i t h e r p r o v i d e s a d i r e c t
l i n k b e t w e e n t h o s e o r g a n i s m s a n d a s p e c i f i c b i o c h e m i c a l p r o c e s s s u c h a s m e t a b o l i sm o f a
t a r g e t c o m p o u n d , n o r d o e s i t e x c l u d e t h e p o s s i b i l i t y t h a t u n c u l t u r e d a n d u n c h a r a c t e r i z e d
o r g a n i s m s m a y b e r e s p o n s i b l e f o r t h e s a m e p r o c e s s i n t h e c o m p l e x s y s t e m . F o r e x am p l e ,
W h i t e l e y a n d B a i l e y (Wh i t e l e y a n d B a i l e y , 2 0 0 0 ) u s e d F I SH t o e n u m e r a t e a - , P- , a n d
y - P r o t e o b a c t e r i a a n d Cy t o p h a g a - F l a v o b a c t e r i u m a n d u s e d D G G E t o o b t a i n t o t a l c o m m u n i t y
f i n g e r p r i n t s w i t h i n a n i n d u s t r i a l a c t i v a t e d s l u d g e s y s t e m u s e d t o t r e a t p h e n o l i c w a s t ew a t e r .
W h i l e e n u m e r a t i o n o f t h e s e g r o u p s a n d a n a t t e m p t t o c o r r e l a t e c h a n g e s i n t h e b a c t e r i a l
c o m m u n i t y s t r u c t u r e t o c h a n g e s i n o p e r a t i n g c o n d i t i o n s w i t h i n t h e t r e a t m e n t p r o c e s s i s
u s e f u l , n o d e f i n i t i v e l i n k b e t w e e n t h e b a c t e r i a l c o m m u n i t i e s a n d p h e n o l d e g r a d a t i o n c a n b e
m a d e f r o m s u c h a s t u d y .
W a t a n a b e e t a l . (W a t a n a b e e t a l . , 19 9 8) e x p l o r e d th e e f fe c t s o f i s o l a t i o n m e th o d s ,
i n c lu d i n g b a t c h c u l t u r e e n r i c h m e n t a n d c h e m o s t a t e n r i c h m e n t o f a m u n i c i p a l a c t i v a t e d s l u d g e
w h i c h h a d b e e n a c c l im a t e d t o p h e n o l , o n t h e s e l e c t i o n o f 16 s r R N A g e n e s a n d f u n c t i o n a l
g e n e s f o r t h e l a r g e s t s u b u n i t o f m u l t i c o m p o n e n t p h e n o l h y dr o x y l a s e s (L m PH ) b y u s i n g a
c o m b i n a t i o n o f t e m p e r a t u r e g r a d i e n t g e l e l e c t r o p h o r e s i s (T G G E ) a n d s e q u e n c i n g o f P C R
p r o d u c t s . A l t h o u gh a n i n c r e a s e i n p r e v a l e n c e o f a s p e c i f i c g e n e i n t h e c o m m u n i t y T G G E
f i n g e r p ri n t o v e r t h e p e r i o d o f h i g h s e l e c t i o n p r e s s u r e f o r p h e n o l d e g r a d e r s m i g h t i n d i c a t e t h a t
t h a t g e n e b e l o n g s t o a p h e n o l - d e g r a d i n g o r g a n i s m , t h e r e i s n o t d i r e c t e v i d e n c e t h a t t h e
o r g a n i s m w a s d e g r a d i n g p h e n o l i n t h e a c t i v a t e d s l u d g e c o m m u n i t y . A d d i t i o n a l ly , o t h e r
fu n c t i o n a l g e n e s m a y b e r e s p o n s i b l e f o r p h e n o l d e g r a d a t i o n . T h i s c o u l d h a v e b e e n a f a c t o r
t h a t c o n t r i b u t e d t o t h e l a c k o f a m p l i f i c a t i o n o f a n L m PH g e n e i n 10 o f 2 7 i s o l a t e s .
A m e t h o d o l o g i c a l a p p r o a c h t o i d e n t i fy f t i n c t i o n a l l y r e l e v a n t o r g a n i s m s f r o m c o m p l e x
c o m m u n i t i e s t h a t c i r c u m v e n t s t h e n e e d t o c u l t u r e i s o l a t e s i s s t a b l e i s o t o p e p r o b i n g (SI P ) . I n
S IP , a m i x e d c u l t u r e i s gr o w n o n a gr o w th s u b s t r a t e l a b e l e d w i t h a s t a b l e , n o n - r a d i o a c t i v e
i s o t o p e (s u c h a s
' ^
C ) w h i c h o c c u r s i n f r e q u e n t l y i n n a t u r a l s a m p l e s . T h e m i c r o b e s t h a t u t i l i z e
t h e " h e a v y
" i s o t o p e - l a b e l e d s u b s t r a t e i n c o r p o r a t e s o m e o f t h e h e a v y i s o t o p e i n t o t h e i r c e l l s ,
i n c l u d i n g m a c r o m o l e c u l a r b i o m a r k e r s s u c h a s D N A , RN A , a n d p o l a r l i p i d f a t t y a c i d s .
L a b e l i n g o f t h e s e m o l e c u l e s w i t h t h e h e a v y i s o t o p e t h e r e f o r e p r o v i d e s a d i r e c t l i n k b e tw e e n
t h e s t r u c t u r e (p h y l o t y p e ) a n d fu n c t i o n (p h e n o t y p e ) o f t h e m i c r o o r g a n i s m s . T h e l a b e l e d
m a c r o m o l e c u l e s c a n b e s e p a r a t e d fr o m u n l a b e l e d m a c r o m o l e c u l e s b y d e n s i t y g r a d i e n t
c e n t r i f u g a t i o n (R a d a j e w s k i e t a l . , 2 0 0 0 ) o r i d e n t i f i e d w i t h o u t s e p a r a t i o n b y s e c o n d a r y i o n
m a s s s p e c t r o m e t r y (O r p h a n e t a l . , 2 0 0 1) o r i s o t o p e r a t i o m a s s s p e c t r o m e t r y (B o s c h k e r e t a l . ,
19 9 8) . T h e u s e o f SI P , p a r t i c u l a r l y D N A - SI P a n d RN A - S IP , h a s g r e a t p o t e n t i a l t o a d v a n c e
o u r k n o w l e d g e o f t h e m i c r o b i a l e c o l o g y o f b i o l o g i c a l t r e a t m e n t p r o c e s s e s (M a n e f i e l d e t a l ,
2 0 0 4 ) .
T o d a t e
,
t h e v a r i a b l e s t h a t c a n i n f lu e n c e t h e o u t c o m e s o f SI P e x p e r im e n t s h a v e n o t
b e e n f i i l l y e x p l o r e d . T h e p r i m a r y o bj e c t i v e o f t h i s s t u d y w a s t o e v a l u a t e t h e e f f e c t s o f
d i f f e r e n c e s i n i n c u b a t i o n c o n d i t i o n s o n t h e i d e n t i f i c a t i o n o f p h e n o l - d e g r a di n g b a c t e r i a b y
SI P . T h e u n d e r l y i n g h y p o t h e s i s w a s t h a t p u l s e (s p i k e ) a d d i t i o n o f p h e n o l w o u l d s e l e c t f o r
d i f f e r e n t o r g a n i s m s th a n w o u l d b e s e l e c t e d by s l o w , c o n t i n u o u s a d d i t i o n o f p h e n o l . A
s e c o n d o bj e c t i v e w a s t o e v a l u a t e t h e e f f e c t o f c h e m o s t a t e n r i c h m e n t o n t h e s e l e c t i o n o f
p h e n o l - d e gr a d i n g b a c t e r i a i n a c t i v a t e d s l u d g e f r o m a m u n i c ip a l w a s t e w a t e r t r e a tm e n t p l a n t .
C H A P T E R 2
M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
O v e r v i e w o f E x p e r i m e n t
A c t i v a t e d s l u d g e w a s c o l l e c t e d f r o m a m u n i c i p a l w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t o p e r a t e d
b y th e O r a n g e (C o u n t y ) W a t e r a n d S e w e r A u th o r i t y (O WA SA ) i n C h a p e l H i l l , N o r t h
C a r o l i n a . S IP w i t h [U - C jp h e n o l w a s p e r f o r m e d w i t h b o t h a p u l s e ( s p i k e ) a d d i t i o n a n d
s l o w
,
c o n t i n u o u s a d d i t i o n o f t h e s u b s t r a t e w i t h t h e a c t i v a t e d s l u d g e s h o r t l y a f t e r c o l l e c t i o n
a n d w i t h m i x e d l i q u o r f r o m a c h e m o s t a t a f t e r 3 1 d a y s o f e n r i c h m e n t w i t h p h e n o l a s t h e s o l e
c a r b o n s o u r c e . A n e x p e r im e n t a l o v e r v i e w i s p r o v i d e d i n F i g u r e 1. D G G E w a s p e r f o r m e d
w i th t h e s a m p l e s a n d c l o n e l i b r a r i e s w e r e m a d e f r o m s e l e c t e d s a m p l e s i n o r d e r t o i d e n t i fy
p h e n o l - d e g r a d i n g o r g a n i s m s a n d m o n i t o r c o m m u n i t y c h a n g e s a ft e r e n r i c h m e n t . A l s o , p h e n o l
d e g r a d a t i o n k i n e t i c i n f o r m a t i o n w a s o b t a i n e d f o r t h e e n r i c h e d a c t i v a t e d s l u d g e t o c o n f i r m th e
i n h i b i t o r y n a t u r e o f p h e n o l a n d a s a b a s i s f o r e s t im a t i n g p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s d u r i n g t h e SI P
i n c u b a t i o n s . C h e m o s t a t o p e r a t i o n , k i n e t i c d a t a a c q u i s i t i o n , a n d SI P i n c u b a t i o n s w e r e
p e r f o r m e d b y u n d e r g r a d u a t e s t u de n t s a t E l i z a b e t h C i t y (N o r t h C a r o l i n a ) St a t e U n i v e r s i t y .
D a r r y l C a r s t e n s e n p e r f o r m e d s u b s e q u e n t k i n e t i c a n a l y s i s , m o d e l i n g o f t h e SI P i n c u b a t i o n s ,
D G G E a n a l y s i s , 1 6 S r R N A g e n e c l o n e l i b r a r y c o n s t r u c t i o n , a n d p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f
c l o n e s .
S IP w it h S p ik e - f e d
[U - i 3 C ] p h e n o l (P S )
S IP w it h C o n t i n u o u s ly - f e d
[U - i 3 C ] p h e n o l (P C )
A c t iv a t e d S lu d g e
F r o m M u n ic ip a l
W a s t e w a t e r T r e a tm e n t
P la n t (OW AS A )
S IP in c u b a t i o n s a n d c h e m o s t a t e n r ic h m e n t
w e r e f o llo w e d b y D G G E a n d 1 6 S r R N A
g e n e c lo n e li b r a r y a n a ly s e s .
R e s p i r o m e t r y
p e r f o r m e d
C h e m o s t a t
E n r ic h m e n t
W it h P h e n o l
(M L 1 & M L2 )
■e -
S IP w it h S p i k e
- f e d
[U - i 3 C ] p h e n o l (S 1 & S 2 )
JS IP w it h C o n t in u o u s ly - f e d
[U - i 3 C ] p h e n o l (C 1 & C 2 )
F i g u r e 1 . E x p e r im e n t a l O v e r v i e w .
C h e m i c a l s
[U -
' ^ C ]p h e n o l (9 9% ) w a s p u r c h a s e d f r o m C a m b r i d g e I s o t o p e L a b o r a t o r i e s (A n d o v e r ,
M a s s a c h u s e t t s ) a n d s t o r e d i n c r y s t a l l i n e f o r m . O th e r c h e m i c a l s w e r e r e a g e n t gr a d e . M i n e r a l
s a l t m e d i a (M SM ) c o n s i s t e d o f 1 8 . 6 m M d i b a s i c p o t a s s i u m p h o s p h a t e (K 2H PO 4 ) , 7 . 2 5 m M
m o n o b a s i c s o d i u m p h o s p h a t e (N a H 2P 0 4 ) , 37 . 4 - m M a m m o n i u m c h l o r i d e (N H 4C I ) , 1 . 52 m M
d i s o d i u m n i t r i l o t r i a c e t i c a c i d (N a 2C 6H 7N 0 6 ) , 0 . 8 1 m M m a g n e s i u m s u l f a t e (M gS0 4 ) , 4 3 |a M
i r o n s u l f a t e (F e S0 4 ) , 18 \x M m a n g a n e s e s u l f a t e (M n S0 4 ) , 10 ^ i M z i n c s u l f a t e (Z n S0 4 ) , a n d
4 |l i M c o b a l t c h l o r i d e (C 0 C I 2 ) .
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T B E e l e c t r o p h o r e s i s b u f f e r c o n s i s t e d o f 89 m M T r i s b a s e (T r i s (h y dr o x y m e t h y l ) -
a m i n o m e t h a n e ; C 4H 1 1N O 3 ) , 8 9 m M b o r i c a c i d (H 3B O 3 ), a n d 2 m M E D T A
(e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c a c i d ; C i o H i 4 0 8N 2N a 2 . 2 H 2 0 ) ( 19 92 ) .
C h e m o s t a t E n r i c h m e n t
T h e c h e m o s t a t w a s o p e r a t e d a s a c o m p l e t e l y m i x e d f l o w r e a c t o r (C M F R ) a n d
i n o c u l a t e d w i t h 3 0 0 m L a c t i v a t e d s l u d g e m i x e d i n 3 00 m L s t e r i l e M SM . T h e c h e m o s t a t
c o n s i s t e d o f a 1- L Sp i n n e r ® f l a s k (B e l l c o B i o t e c h n o l o g y , V i n e l a n d , N J) w i t h m a g n e t i c s t i r -
b a r c a p a s s e m b l y i n t o w h i c h a s o l u t i o n o f p h e n o l i n M SM w a s p u m p e d c o n t i n u o u s l y a t a r a t e
o f 3 6 0 m L / d . M i x e d l i q u o r (e f f l u e n t ) w a s a l s o p u m p e d c o n t i n u o u s l y f r o m t h e f l a s k a t t h e
s a m e r a t e a s t h e f e e d s o l u t i o n t o m a i n t a i n a w o r k i n g v o lu m e o f 6 0 0 m L , w i t h a
c o r r e s p o n d i n g r e s i d e n c e t im e o f 1 7 d a y s . T h e f l a s k w a s m i x e d a n d a e r a t e d c o n t i n u o u s l y . |B ^
I n f lu e n t p h e n o l w a s l o a d e d a t a r a t e o f 9 0 m g /d (0 . 3 6 0 L / d a t a c o n c e n t r a t i o n o f 2 5 0 m g/ L ) .
T h e c h e m i c a l o x y g e n d e m a n d (C O D ) o f p h e n o l i s 2 . 3 8 3 g o x y g e n / g p h e n o l , s o t h e C O D
l o a d i n g r a t e w a s 2 14 m g / d . A s c h em a t i c o f t h e c h e m o s t a t i s s h o w n i n F i g u r e 2 .
1 1
V o l u m e = 6 0 0 m L
F l o w = 0 . 3 6 0 L /d
R e s i d e n c e t im e = 1 . 7 d
P h e n o l l o a d = 9 0 m g / d
a i r p u m p
t o e f fl u e n t
c o l l e c t i o n
f e e d v e s s e l f e e d p u m p c h e m o s t a t
e f fl u e n t
p u m p
F i g u r e 2 . Sc h e m a t i c o f C h e m o s t a t O p e r a t i o n . [M D A 2 ]
M o n i t o r i n g o f C l i e m o s t a t a n d I n c u b a t i o n s
T o t a l s u s p e n d e d s o l i d s (T S S) a n d p h e n o l i n t h e e n r i c hm e n t r e a c t o r e f fl u e n t w e r e
m e a s u r e d i n du p l i c a t e b y M e th o d 2 5 4 0 D a n d M e th o d 5 5 3 0 D , r e s p e c t i v e l y , o f St a n d a r d
M e th o d s (19 9 9 ) a t s e v e r a l t im e s th r o u g h o u t t h e c o u r s e o f c h e m o s t a t o p e r a t i o n . A t t h e s e
t im e s t h e t o t a l a n d s o l u b l e c h e m i c a l o x y g e n d e m a n d (C O D ) o f t h e e f fl u e n t w e r e a l s o
m e a s u r e d b y t h e H a c h m a n g a n e s e I I I r e a c t o r d i g e s t i o n m e t h o d w i th o u t c h l o r i d e r e m o v a l
(H a c h C o m p a n y , 2 0 0 3 ) [M D A 3 ] . T h e p h e n o l r e m a i n i n g a f t e r SI P i n c u b a t i o n s w a s a l s o
m e a s u r e d .
P l i e n o l D e g r a d a t i o n K i n e t i c s
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R e s p i r o m e t r y w a s p e r f o r m e d o n t h e c h e m o s t a t c u l t u r e a f t e r 2 9 d a y s o f c h e m o s t a t
o p e r a t i o n b y m e a s u r i n g t h e o x y g e n u p t a k e r a t e (O U R ) u s i n g t h e r e s p i r o m e t r y m e t h o d
d e s c r i b e d p r e v i o u s l y (A i t k e n a n d M c C o y , 19 9 3 ) . T h i s m e t h o d i n v o l v e d m e a s u r i n g t h e i n i t i a l
r a t e o f o x y g e n c o n s u m p t i o n i n a s m a l l b a t c h v e s s e l c o n t a i n i n g a f r e s h s a m p l e o f m i x e d l i q u o r
f r o m t h e c h e m o s t a t s p i k e d w i t h a c o n c e n t r a t e d s o l u t i o n o f p h e n o l . T h e O U R a n d T S S d a t a
w e r e u s e d t o i n f e r p h e n o l u p t a k e k i n e t i c p a r a m e t e r s f o r t h e i n h ib i t o r y k i n e t i c s d e s c r i b e d b y





w h e r e q i s t h e s p e c i f i c s u b s t r a t e (p h e n o l ) r e m o v a l r a t e , q i s t h e m a x im u m s p e c i f i c s u b s t r a t e
u t i l i z a t i o n r a t e
,
S i s t h e s u b s t r a t e c o n c e n t r a t i o n
,
K s i s t h e h a l f - s a t u r a t i o n c o n s t a n t , a n d K i i s
t h e i n h i b i t i o n c o n s t a n t .
T h e o b s e r v e d y i e l d o n a C O D b a s i s , Yo b s . c o o , w a s d e t e r m i n e d b y d i v i d i n g th e a v e r a g e
t o t a l e f f lu e n t C O D b y t h e i n f lu e n t C O D o f p h e n o l (e f fl u e n t p h e n o l w a s n e a r z e r o ) . T h e
o b s e r v e d y i e l d o n a T S S b a s i s , Yo bs . T s s , w a s o b t a i n e d by d i v i d i n g t h e a v e r a g e e f fl u e n t T S S b y
t h e i n fl u e n t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n .
T h e O UR m e a s u r e d b y r e s p i r o m e t r y w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e p h e n o l u t i l i z a t i o n r a t e
(P U R) a n d q i n t h e f o l l o w i n g m a n n e r :
O UR = 2 3 8 3 - P U R - (1 - Y, i „ ^ c o d ) (2 )
P UR
9 = (3 )
TSS
w h e r e 2 . 3 8 3 g o x y g e n / g p h e n o l i s t h e c h e m i c a l o x y g e n d e m a n d o f p h e n o l . T h e O U R i s
r e l a t e d t o t h e a m o u n t o f s u b s t r a t e o x i d i z e d fo r e n e r g y . W h e n c o n v e r t i n g t h e O U R t o a |M
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# s u b s t r a t e u t i l i z a t i o n r a t e (P U R i n t h i s c a s e ) , t h e o x y g e n u t i l i z e d w i l l e q u a l t h e p o r t i o n o f t h e
s u b s t r a t e u s e d f o r e n e r g y (i . e . n o t i n c o r p o r a t e d i n t o b i o m a s s ) . H e n c e , t h e
"
1- F
' f a c t o r i n
e q u a t i o n 2 . T h e T SS v a l u e u s e d t o d e t e r m i n e q w a s t h e v a l u e m e a s u r e d c l o s e s t t o t h e t im e
r e s p i r o m e t r y w a s p e r f o r m e d .
T h e k i n e t i c p a r a m e t e r s w e r e o b t a i n e d b y p e r f o r m i n g a 3 - p a r a m e t e r { q , K s , a n d K i )
n o n l i n e a r r e g r e s s i o n u s i n g th e p r o g r a m Pr o St a t (V e r s i o n 4 . 0 1b ; P o l y So f tw a r e I n t e r n a t i o n a l ,
I n c . ; P e a r l R i v e r , N e w Y o r k ) .




T Ss ) a n d th e T S S c o n c e n t r a t i o n t o e s t im a t e p h e n o l r e m o v a l a n d g r o w th s i m u l t a n e o u s l y
d u r i n g th e SI P i n c u b a t i o n c o n d u c t e d a f t e r c h e m o s t a t e n r i c h m e n t (p o s t - e n r i c h m e n t SI P ) . T h e
s p i k e a d d i t i o n o f p h e n o l c o r r e s p o n d s t o a c o m p l e t e ly m i x e d , b a t c h r e a c t i o n , w i t h t h e
f o l l o w i n g m a s s b a l a n c e e q u a t i o n f o r p h e n o l :
r ^
dS— - - q [X g + Yg i , ^ j s s \ ^ o ~ S )





w h e r e X o i s t h e i n i t i a l b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n a s T SS a n d So i s t h e i n i t i a l p h e n o l
c o n c e n t r a t i o n . I t i s a s s u m e d i n e q u a t i o n 3 th a t t h e i n c r e a s e i n b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n o v e r t h e
i n c u b a t i o n p e r i o d c a n b e a p p r o x im a t e d b y m u l t i p l y i n g th e n e t d e c r e a s e i n p h e n o l
c o n c e n t r a t i o n b y Y o b s j s s - F o r t h e c o n t i n u o u s a d d i t i o n o f p h e n o l (c o m p l e t e l y m i x e d , s e m i -
b a t c h r e a c t i o n ) , t h e m a s s b a l a n c e e q u a t i o n i s :
d S _ F ^ {Si - S )
d t
~
VQ + F i t
-
q ^ 0 + Yo bs j s s
F , S^t
- S {V o + F i t )





w h e r e F t i s t h e f l o w r a t e a n d S i i s t h e p h e n o l c o n c e n t r a t i o n i n t h e a d d e d p h e n o l s o l u t i o n .
14
H e r e , t h e n e t i n c r e a s e i n b i o m a s s c o n c e n t r a t i o n i s a p p r o x im a t e d b y c o u p l i n g t h e o b s e r v e d
y i e l d t o t h e n e t m a s s o f p h e n o l r e m o v e d a n d d i v i d i n g b y t h e r e a c t o r v o l u m e . T h e f o u r t h - o r d e r
R u n g e - K u t t a m e t h o d (A b e l l a n d B r a s e l t o n , 2 0 0 1 )[M D A 4 ] w a s u s e d t o s o l v e e q u a t i o n s 4 a n d
5 .
P r e - e n r i c h m e n t SI P I n c u b a t i o n
E a c h p r e - e n r i c h m e n t i n c u b a t i o n w a s p e r f o r m e d i n a s t e r i l e 2 5 0 - m L E r l e n m e y e r f l a s k
w i t h 2 m L a c t i v a t e d s l u d g e a s i n o c u lu m i n 4 7 m L s t e r i l e M SM . [U -
' ^
C ] p h e n o l i n 1 m L
s t e r i l e M SM w a s a d d e d a s a 2 . 1- m g p u l s e t o o n e i n c u b a t i o n f l a s k (SI P i n c u b a t i o n
" P S" )
w h i l e i t w a s f e d c o n t i n u o u s l y v i a s y r i n g e p u m p a t a r a t e o f 2 . 5 m g p h e n o l / d t o a n o t h e r
i n c u b a t i o n f l a s k (SI P i n c u b a t i o n
" P C " ) o v e r a 2 0 - h r p e r i o d . F l a sk s w e r e s h a k e n a t 4 0 r p m a t
r o o m t e m p e r a t u r e t h r o u g h o u t i n c u b a t i o n . A p i c t o r i a l o v e r v i e w o f t h e SI P i n c u b a t i o n s i s
p r o v i d e d i n F i g u r e 3 .
P o s t - e n r i c h m e n t SI P I n c u b a t i o n
E a c h p o s t - e n r i c h m e n t i n c u b a t i o n w a s p e r f o r m e d i n a s t e r i l e 2 5 0 - m L E r l e n m e y e r f la s k
w i t h 2 5 m L c h e m o s t a t m i x e d l i q u o r a s i n o c u l u m , 24 m L fi l t e r e d c h e m o s t a t e f f l u e n t , a n d
1 m L [U - C Jp h e n o l s t o c k s o l u t i o n a t a c o n c e n t r a t i o n o f 2 . 1 m g p h e n o l / m L i n s t e r i l e M SM .
[U -
' ^ C ]p h e n o l w a s a d d e d a s a 2 . 1- m g s p i k e t o t w o i n c u b a t i o n f l a s k s (S IP i n c u b a t i o n s
" S I "
a n d " S 2 " ) w h i l e i t w a s f e d c o n t i n u o u s l y a t a r a t e o f 2 . 5 m g p h e n o l / d t o a n o t h e r t w o
i n c u b a t i o n f l a s k s ( SI P i n c u b a t i o n s
" C I " a n d " C 2 " ) o v e r a 2 0 - hr p e r i o d . F l a s k s w e r e s h a k e n
a t 4 0 - r p m a t r o o m t e m p e r a t u r e t h r o u gh o u t i n c u b a t i o n .
m
15
2 . 1 m g [U -
' ^ C ] p h e n o l a d d e d a s a s p i k e t o a 5 0 - m L
v o l u m e a t t im e z e r o a n d i n c u b a t e d fo r 2 0 h o u r s . F l a s k
w a s c o n t i n u o u s l y s h a k e n (a s s u m e d c o m p l e t e m i x i n g ) .
P S
, S I , o r S2
t
2 . 1 m g [U - ' ^ C ]p h e n o l a d d e d c o n t i n u o u s l y b y s y r i n g e
p u m p o v e r c o u r s e o f 2 0 h o u r s . A n i n i t i a l 4 9 - m L v o l u m e
i n c r e a s e d t o a v o l u m e o f 5 0 m L o v e r t h e c o u r s e o f
i n c u b a t i o n . F l a s k w a s c o n t i n u o u s l y s h a k e n (a s s u m e d





o r C 2
F i g u r e 3 . O v e r v i e w o f SI P I n c u b a t i o n s
D N A E x t r a c t i o n
D N A e x t r a c t i o n s w e r e p e r f o r m e d w i t h a M o B i o (C a r l s b a d , C a l i f o r n i a ) U l t r a C l e a n
s o i l D N A e x t r a c t i o n k i t . A ft e r t h e p r e - e n r i c h m e n t SI P i n c u b a t i o n , 1 m L o f t h e v o l u m e f r o m
e a c h f la s k w a s s y r i n g e - fi l t e r e d (0 . 2 2 /a m ) fo r a n a l y s i s o f r e s i d u a l p h e n o l . T h e r e m a i n i n g
v o l u m e w a s c e n t r i ft i g e d a t 10 , 0 0 0 r pm f o r 5 m i n u t e s a n d t h e p e l l e t r e s u sp e n d e d i n 0 . 5 m L
T B E b u f f e r i n a s t e r i l e m i c r o c e n t r i f u g e t u b e a n d f r o z e n a t - 2 0
°
C f o r s u b s e qu e n t D N A
e x t r a c t i o n .
A f t e r t h e p o s t - e n r i c h m e n t SI P i n c u b a t i o n , 4 8 m L ir o m e a c h f l a s k w a s p i p e t t e d i n t o
s t e r i l e 5 0 - m L c e n t r i f u g e t u b e s a n d c e n t r i f u g e d a t 5 , 0 0 0 r p m f o r 10 m i n u t e s . A 1- m L a l i q u o t
o f s u p e r n a t a n t w a s r e t a i n e d fr o m e a c h t u b e f o r p h e n o l q u a n t i fi c a t i o n , a n d e a c h p e l l e t w a s
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r e s u sp e n d e d i n 1 m L o f s u p e r n a t a n t i n a s t e r i l e 2 - m L m i c r o c e n t r i f u g e t u b e a n d f r o z e n a t
- 2 0 ° C f o r s u b s e q u e n t D N A e x t r a c t i o n . A 4 8 - m L v o l u m e o f m i x e d l i q u o r f r o m t h e c h e m o s t a t
w a s t r e a t e d s im i l a r l y a t t h i s t im e (s a m p l e M L ) . T h e q u a l i t y a n d qu a n t i t y o f r e c o v e r e d D N A
w a s e s t i m a t e d b y a g a r o s e g e l e l e c t r o p h o r e s i s .
S e p a r a t i o n a n d I s o l a t i o n o f D N A
S e p a r a t i o n o f t h e u n l a b e l e d a n d
^ ^ C - l a b e l e d D N A w a s a c h i e v e d b y d e n s i t y g r a d i e n t
u l t r a c e n t r i f u g a t i o n i n c e s iu m c h l o r i d e a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d o f R a d a j e w s k i e t a l .
(R a d a j e w s k i e t a l . , 2 0 0 0 ), e x c e p t t h a t a S o r v a l l O T D 6 0 B u l t r a c e n t r i fi i g e w i t h a T V - 16 6 5
v e r t i c a l r o t o r a n d a p p r o p r i a t e u l t r a c e n t r i f u g e t u b e s w e r e u s e d . Se p a r a t e d D N A w a s
r e c o v e r e d b y c o l l e c ti n g f r a c ti o n s f r o m t h e b o t t o m o f e a c h t u b e a s de s c r i b e d i n Si n g l e t o n e t a l .
( S i n g l e t o n e t a l . , 2 0 0 5 ) . D N A r e c o v e r e d f r o m S IP i n c u b a t i o n s P C , P S , C I , a n d C 2 w e r e
s e p a r a t e d i n t o 4 0 0 - ja L f r a c ti o n s , w h i l e t h e D N A f r o m SI P i n c u b a ti o n s C 2 a n d S2 w e r e
s e p a r a t e d i n t o 10 0 - )i L f r a c ti o n s .
M o l e c u l a r A n a l y s e s
P C R a n d c o n s t r u c ti o n o f c l o n e l i b r a r i e s f o r t h e 16 S r RN A g e n e s i n D N A fr o m t h e
v a r i o u s s a m p l e s w a s p e r f o r m e d a s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d ( Si n g l e t o n e t a l . , 2 0 0 5 ) f o r t h e M L - ,
PC -
,
a n d S - c l o n e l i b r a r i e s . T h e C - c l o n e l i b r a r y w a s c o n s t r u c t e d u s i n g a T O PO T A C l o n i n g ®
k i t (I n v i t r o g e n ; C a r l s b a d , C A ) . A t o t a l o f 8 7 c l o n e s (4 0 M L - , 18 P C - , 2 3 S - , a n d 6 C -
c l o n e s ) [M D A 5 ] w e r e p a r t i a l l y s e qu e n c e d b y Se q W r i g h t D N A T e c h n o l o g y Se r v i c e s
(H o u s t o n , T e x a s ) u s i n g p r im e r 8 f C l o s e r e l a t i v e s o f r e c o v e r e d s e q u e n c e s w e r e d e t e r m i n e d
b y u s i n g t h e B L A ST N p r o g r a m (A l t s c h u l e t a l . , 19 9 0 ) w i t h i n t h e p r o g r a m s u i t e o f t h e
1 7
G e n e t i c s C o m p u t e r G r o u p (W i s c o n s i n P a c k a g e V e r s i o n 10 . 3 ; A c c e l r y s I n c . ; S a n D i e g o ,
C a l i f o r n i a ) . S e q u e n c e s w e r e g r o u p e d i n t o a s i n g l e o p e r a t i o n a l t a x o n o m i c u n i t (O T U ) w i t h
th e p r o g r a m Se q u e n c h e r (V e r s i o n 4 . 5 , B u i l d 14 15 ; G e n e C o d e s C o r p o r a t i o n ; A n n A r b o r ,
M I ) , u s i n g t h e d i r t y d a t a a l g o r i t h m , R e A l i g n e r g a p p l a c e m e n t o p t im i z a t i o n , 9 9 % m in im u m
s im i l a r i t y , a n d 2 0 b a s e p a i r m i n im u m o v e r l a p . T h e l o n g e s t o f t h e s e q u e n c e s w i t h i n a n O T U
w a s s e l e c t e d t o r e p r e s e n t t h e O T U i n p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s . S e qu e n c e s w e r e a l i g n e d u s i n g
th e p i l e u p p r o g r a m o f t h e G e n e t i c s C o m p u t e r G r o u p s u i t e , a n d p h y l o g e n e t i c t r e e s w e r e
c o n s t r u c t e d u s i n g t h e p r o g r a m C l u s t a l X (T h o m p s o n e t a l . , 1 9 9 4 ) . T r e e s w e r e b o o t s t r a p p e d
w i t h i n C l u s t a l X 1
,
0 0 0 t i m e s
,
a n d g a p s w e r e n o t c o n s i d e r e d du r i n g t r e e c o n s t r u c t i o n .
Se q u e n c e s i n c l u d e d o n t h e p h y l o g e n e t i c t r e e i n t h i s s t u d y w e r e s u b m i t t e d t o G e n B a n k
a n d a s s i g n e d a c c e s s i o n n u m b e r s D Q3 2 2 17 2 t h r o u g h D Q3 2 2 2 0 6 . T h e s e s e q u e n c e s a r e
s c h e d u l e d f o r r e l e a s e t o t h e p u b l i c d a t a b a s e o n D e c e m b e r 19 , 2 0 0 5 p e n d i n g p r o c e s s i n g b y t h e
N a t i o n a l C en t e r f o r B i o t e c h n o l o gy In f o r m a t i o n (N C B I) .
C H A P T E R 3
R E SU L T S
C h e m o s t a t O p e r a t i o n
A c t i v a t e d s l u d g e fr o m a m u n i c i p a l w a s t e w a t e r t r e a tm e n t p l a n t w a s u s e d t o s e e d a
c h em o s t a t o p e r a t i n g w i t h p h e n o l a s t h e s o l e c a r b o n s o u r c e . T SS , t o t a l a n d s o l u b l e C O D , a n d
p h e n o l i n t h e e f f lu e n t w e r e m o n i t o r e d t o w a r d t h e e n d o f c h e m o s t a t o p e r a t i o n . T h e r e s u l t s o f
t h e s e m e a s u r e m e n t s a r e p r o v i d e d i n T a b l e 1 a l o n g w i t h y i e l d s e s t im a t e d f r o m th e s e
m e a s u r e m e n t s . E f f l u e n t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n w a s l e s s t h a n 0 . 4 0 m g /L i n a l l m e a s u r e m e n t s ,
c o r r e s p o n d i n g t o a t l e a s t 9 9 . 6% r e m o v a l a c r o s s t h e c h e m o s t a t . E f f l u e n t s o l u b l e C O D w a s
m u c h h i g h e r t h a n t h e e f f lu e n t p h e n o l C O D , s u g g e s t i n g t h a t t h e r e w a s s u b s t a n t i a l
a c c u m u l a t i o n o f s o l u b l e m i c r o b i a l p r o du c t s . B a s e d o n t h e m e a n T SS c o n c e n t r a t i o n a n d m a s s
p h e n o l r e m o v a l r a t e , t h e s p e c i f i c r a t e o f p h e n o l r e m o v a l w a s a p p r o x im a t e l y 1 . 2 g p h e n o l
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T a b l e 1 . C h e m o s t a t M e a s u r e m e n t s ^
P a r a m e t e r V a l u e
E ff l u e n t T o t a l C O D (m g/ L ) 3 4 5 ± 4 4 (8)
E ff lu e n t So lu b l e C O D (m g/ L ) 19 9 ± 5 5 ( 8)
E f f lu e n t T S S (m g / L ) 12 8 ± 52 ( 8)
E f fl u e n t P h e n o l (m g /L ) 0 . 2 3 ± 0 . 12 (7 )
E f fl u e n t P a r t i c u l a t e - C O D t o E f fl u e n t T SS r a t i o (g C O D / g T S S) 1. 2
I n fl u e n t P h e n o l t o E f fl u e n t T S S r a t i o (g p h e n o l/ g T S S) 2 . 0
Y
o b s ,c o D (g C O D - (g p h e n o l - C O D )
- '
) 0 . 5 8
Y o b s
.
T s s ( g T S S - ( g p h e n o l )
- '
) 0 5 1
Sa m p l e s w e r e c o l l e c t e d o n d a y s 2 2 , 2 7 , 2 8 , a n d 3 2 .
*/ a l u e s r e p r
p a r e n t h e s e s .
a
1
V e s e n t m e a n s a n d s t a n d a r d d e v i a t i o n s . N u m b e r o f r e p l i c a t e s i n
R e s p i r o m e t r y a n d P h e n o l D e g r a d a t i o n K i n e t i c s
A f t e r f o u r w e e k s o f c h e m o s t a t o p e r a t i o n , r e s p i r o m e t r y w a s p e r f o r m e d (F i g u r e 4 ) o n
t h e m i x e d l i q u o r i n o r d e r t o e s t im a t e p h e n o l d e g r a d a t i o n k i n e t i c p a r a m e t e r s . F i g u r e 4 c l e a r l y
i l l u s t r a t e s t h a t p h e n o l e x h i b i t e d s u b s t r a t e i n h i b i t i o n a t c o n c e n t r a t i o n s n e a r a n d a b o v e t h e
e f fl u e n t c o n c e n t r a t i o n f r o m th e c h e m o s t a t . T h e r e s u l t s o f t h e 3 - p a r a m e t e r { q , K s , a n d K i )
n o n l i n e a r r e g r e s s i o n a r e p r o v i d e d i n T a b l e 2 .
2 0
: E 1 8
D ) 1 6
4 0 6 0 8 0
P h e n o l C o n c e n t r a t io n (m g / L )
F i g u r e 4 . M i x e d L i q u o r R e sp i r o m e t r y R e s u h s . T h e l o w e s t p h e n o l c o n c e n t r a t i o n fo r
w h i c h r e s p i r o m e t r y w a s p e r f o r m e d w a s 0 . 2 1 m g / L , w h i c h w a s a b o u t t h e e f fl u e n t
c o n c e n t r a t i o n o f p h e n o l f r o m t h e c h e m o s t a t .
T a b l e 2 . R e s u l t s o f N o n l i n e a r R e g r e s s i o n o f R e s p i r o m e t r y D a t a .
1 2 0
P a r a m e t e r V a l u e










K s {m g - i :
'
)
K f (m g - V
'
)
2 0 . 6 ± 1 . 3
0 . 1 1 1 ± 0 . 0 0 7
*'
0 . 12 ± 0 . 0 4
3 3 ± 8
^
F i t t e d p a r a m e t e r v a l u e s a n d 9 5 % - c o n f i d e n c e
i n t e r v a l s . [M D A 6 ]
i _
V a l u e w a s c a l c u l a t e d fr o m t h e O U R m a x v a l u e
2 1
SI P a n d D G G E o f 16 s r R N A G e n e s
St a b l e i s o t o p e p r o b i n g (SI P ) w i t h [U -
' ' C ]p h e n o l w a s p e r f o r m e d u s i n g a c t i v a t e d
s l u d g e b e fo r e c h e m o s t a t e n r i c h m e n t a n d m i x e d l i qu o r fr o m th e c h e m o s t a t a f t e r 3 1 d a y s o f
e n r i c h m e n t . I n p a r a l l e l i n c u b a t i o n s f o r e a c h i n o c u l u m (a c t i v a t e d s l u d g e o r c h e m o s t a t m i x e d
l i qu o r ) , p h e n o l w a s a d d e d e i t h e r a s a s p i k e o r c o n t i n u o u s l y o v e r a 2 0 - h o u r p e r i o d . E a c h
m e t h o d o f p h e n o l a d d i t i o n w a s e v a lu a t e d i n d u p l i c a t e i n t h e p o s t - e n r i c h m e n t SI P e x p e r im e n t .
S a m p l e s f r o m t h e s p i k e a n d c o n t i n u o u s a d d it i o n s o f p h e n o l i n t h e p r e - e n r i c h m e n t S IP
e x p e r im e n t w e r e d e s i g n a t e d P S a n d P C , r e s p e c t i v e l y . S a m p l e s f r o m t h e p o s t - e n r i c h m e n t
e x p e r im e n t w e r e d e s i g n a t e d C I a n d C 2 f o r t h e d u p l i c a t e i n c u b a t i o n s w i t h c o n t i n u o u s p h e n o l
a d d i t i o n , a n d S I a n d S 2 f o r t h e du p l i c a t e i n c u b a t i o n s w i t h th e sp i k e a d d i t i o n o f p h e n o l .
M o d e l i n g t h e p o s t - e n r i c h m e n t i n c u b a t i o n s w i t h t h e k i n e t i c p a r a m e t e r s o b t a i n e d a n d
e q u a t i o n s 4 a n d 5 c l e a r l y s h o w s t h a t s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n p h e n o l a v a i l a b i l i t y t o t h e
m i c r o b i a l c o m m u n i t i e s r e s u l t e d w h e n t h e p h e n o l w a s l o a d e d e i t h e r c o n t i n u o u s l y o r a s a s p i k e
(F i gu r e 5 ) . A v e r y l o w (n e a r z e r o ) , s t e a d y - s t a t e c o n c e n t r a t i o n o f p h e n o l w a s c a l c u l a t e d t o
e x i s t t h r o u g h o u t t h e c o u r s e o f t h e c o n t i n u o u s l y f e d i n c u b a t i o n s . M e a s u r e m e n t o f r e s i d u a l
p h e n o l c o n c e n t r a t i o n s a t t h e e n d o f t h e SI P i n c u b a t i o n p e r i o d c o n f i r m e d th a t p h e n o l
c o n c e n t r a t i o n s w e r e l e s s t h a n 0 . 6 m g / L o r l o w e r , c o r r e sp o n d i n g t o a t l e a s t 9 8 . 7% r e m o v a l o f
t h e a d d e d p h e n o l , i n a l l o f t h e i n c u b a t i o n s .
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1 5 2 0
F i g u r e 5 . P o s t - e n r i c h m e n t SI P K i n e t i c M o d e l R e s u l t s . [M D A 7 ] T h e l i n e s r e p r e s e n t
t h e s o l u t i o n s o b t a i n e d b y n u m e r i c i n t e g r a t i o n o f e q u a t i o n s 4 a n d 5 . T h e p h e n o l
c o n c e n t r a t i o n r e m a i n e d n e a r z e r o t h r o u gh o u t t h e c o u r s e o f t h e c o n t i n u o u s l y f e d
i n c u b a t i o n s (C I a n d C 2 ) a n d t h e r e f o r e w a s n o t p l o t t e d o n t h i s c h a rt .
Sa m p l e s P C , P S, C I , a n d S I w e r e s e p a r a t e d in t o 4 0 0 - |l i L f r a c t i o n s . A P C R w a s
p e r f o r m e d o n f r a c t i o n s 4 - 8 o f t h e s e s a m p l e s (F i g u r e 6 ) i n o r d e r t o v i s u a l i z e t h e s e p a r a t i o n o f
l a b e l e d a n d u n l a b e l e d D N A a c h i e v e d d u r i n g th e S IP e x p e r im e n t . F r a c t i o n 4 w a s t h e d e n s e s t
a n d fr a c t i o n 8 w a s th e l e a s t d e n s e f r a c t i o n s c r e e n e d f r o m e a c h s a m p l e o n t h e a g a r o s e g e l
s h o w n i n F i g u r e 6 I t i s c l e a r fr o m F i g u r e 6 t h a t t h e m a i m e r i n w h i c h t h e p h e n o l w a s a d d e d ,
e i t h e r a s a s p i k e o r c o n t i n u o u s l y , a f f e c t e d th e d e g r e e o f l a b e l i n g a c h i e v e d i n t h e S I P
e x p e r im e n t . B e c a u s e n o c l e a r s e p a r a t i o n o f t h e
" h e a v y
"
a n d " l i g h t
" D N A i n t h e
2 3
c o n t i n u o u s l y - f e d s a m p l e s w a s o b s e r v e d , t h e r e m a i n i n g s a m p l e s - C 2 a n d S2 - w e r e
s e p a r a t e d i n t o 10 0 - )l i L f r a c t i o n s t o e v a l u a t e w h e t h e r s e p a r a t i o n b e t w e e n l a b e l e d a n d
u n l a b e l e d D N A w o u l d b e o b s e r v a b l e i n s a m p l e C2 w i th fi n e r f r a c t i o n a t i o n . H o w e v e r , t h e r e
w a s s t i l l n o c l e a r b r e a k b e tw e e n t h e h e a v y a n d l i g h t fr a c t i o n s o f s a m p l e C2 (F i g u r e A - 2 i n
t h e A p p e n d i x ) .
r - T - t - ^ r - y O O ci o » - » i » - T ! » - i n cO M CO l O
u u u u u Q. a Q . Q . a . tn u > in m in a . a . a . D . B .
8 I i n 6Wi ii9 • ■ ' * ^ * ^
F i g u r e 6 . S I P S e p a r a t i o n R e s u l t s . T h e l a b e l a t t h e t o p o f e a c h l a n e c o n t a i n s t h e SI P
i n c u b a t i o n i d e n t i f i c a t i o n f o l l o w e d b y th e f r a c t i o n n u m b e r . T h e l o w e r f r a c t i o n
n u mb e r s c o r r e s p o n d t o l o w e r p o s i t i o n s i n t h e u l t r a c e n t r i f u g e t u b e a n d c o n t a i n d e n s e r
(m o r e f u l l y l a b e l e d ) D N A th a n fr a c t i o n s o f h i g h e r n u m b e r f r o m t h e s a m e t u b e . T h i s
a g a r o s e g e l o f PC R p r o d u c t s fr o m SI P fr a c t i o n s o f i n c u ba t i o n s P C , P S , C I , a n d S I
c l e a r l y s h o w s t h a t t h e sp i k e - f e d i n c u b a t i o n s l e d t o g r e a t e r i n c o r p o r a t i o n o f t h e C
i n t o D N A (g r e a t e r s e p a r a t i o n b e tw e e n t h e l a b e l e d a n d u n l a b e l e d D N A ) t h a n d i d t h e
c o n t i n u o u s l y - f e d i n c u b a t i o n s , a s m a n i f e s t e d b y t h e v i s i b l e b a n d s c o r r e s p o n d i n g t o
l o w e r f r a c t i o n s f o r t h e D N A fr o m th e s p i k e - f e d i n c u b a t i o n s .
T h e r e s u l t s o f D G G E a n a l y s i s o f t h e v a r i o u s s a m p l e s a r e s h o w n i n F i g u r e 7 . [m d a 8 ]
T h e p o s t - e n r i c h m e n t c h e m o s t a t m i x e d l i q u o r (M L l a n d M L 2 ) p r o f i l e s c e r t a i n l y a pp e a r t o b e
m o r e c o m p l e x t h a n t h e p o s t - e n r i c h m e n t S IP h e a v y f r a c t i o n s (C l - 7 , S l - 5 , C 2 - 1 1 , a n d S 2 - 7 ) .
24
A l t h o u g h t h e b a n d s f r o m t h e p r e - e n r i c h m e n t c o n t i n u o u s l y f e d S I P s a m p l e (P C ) a r e f a i n t , t h e y
d o a p p e a r t o i n d i c a t e t h a t d i f f e r e n t l y s t r u c t u r e d c o m m u n i t i e s e x i s t e d b e f o r e a n d a f t e r
c h e m o s t a t e n r i c h m e n t .
A l t h o u g h t h e r e w a s n o c l e a r s e p a r a t i o n o f
" h e a v y
"
a n d " l i g h t
"
D N A i n t h e 10 0 - |a L
f r a c t i o n s f r o m s a m p l e C2 , t h e D G G E p r o f i l e o f t h e l o w e s t f r a c t i o n c o n t a i n i n g D N A f r o m
s a m p l e C 2 c l o s e l y r e s e m b l e d t h e m o s t h e a v i l y l a b e l e d fr a c t i o n fr o m S2 (c o m p a r e f r a c t i o n s
C 2 - 1 1 a n d S2 - 7 i n F i g u r e 7) a n d s h o w e d l e s s d i v e r s i t y t h a n a f r a c t i o n o b t a i n e d fr o m h i g h e r
i n t h e u l t r a c e n t r i f u g e t u b e (f r a c t i o n C 2 - 15 i n F i g u r e 7 ) . T h i s s u g g e s t s t h a t s o m e s e p a r a t i o n
l i k e l y o c c u r r e d i n s a m p l e C 2 a n d t h a t t h e D N A i n t h e l o w e s t f r a c t i o n s f r o m C 2 c o n t a i n i n g
o b s e r v a b l e D N A w a s r e l a t i v e l y
' ^ C - e n r i c h e d (i n c o m p a r i s o n t o t h e f r a c t i o n s h i gh e r u p th e
u l t r a c e n t r i f u g e t u b e ) . A s i m i l a r c o m p a r i s o n c o u l d n o t b e m a d e fo r t h e p r e - e n r i c h m e n t S I P
s a m p l e s b e c a u s e D N A fr o m th e sp i k e - f e d p r e - e n r i c h m e n t S IP (s a m p l e P S) c o u l d n o t b e
a m p l i f i e d w i t h t h e D G G E p r im e r s e t . C o n s e q u e n t l y , f r a c t i o n s P C - 7 a n d C I - 7 a r e c o n s i d e r e d
t o b e o n l y n o m i n a l l y
" h e a v y
"
fr a c t i o n s b e c a u s e o f t h e u n c l e a r s e p a r a t i o n i n f r a c t i o n a t i o n o f
t h e s e s a m p l e s .
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F i g u r e 7 . D G G E o f SI P F r a c t i o n s a n d C h e m o s t a t M i x e d L i qu o r . T h e h e a v i e s t a n d
l i g h t e s t f r a c t i o n s w h i c h c o n t a i n e d D N A f r o m e a c h s a m p l e a n d d u p l i c a t e s o f t h e
m i x e d l i q u o r (M L l a n d M L 2 ) u s e d t o i n o c u l a t e t h e p o s t - e n r i c h m e n t S I P i n c u b a t i o n s
(C I , C 2 , S I , a n d S 2 ) a r e s h o w n . T h e l a b e l a t t h e t o p o f e a c h l a n e c o n t a i n s t h e
i n c u b a t i o n i d e n t i fi c a t i o n f o l l o w e d b y th e f r a c t i o n n u m b e r . T h e l o w e r f r a c t i o n
n u m b e r s c o r r e s p o n d t o l o w e r p o s i t i o n s i n t h e u l t r a c e n t r i f u g e t u b e a n d c o n t a i n d e n s e r
(m o r e fu l l y l a b e l e d ) D N A th a n f r a c t i o n s o f h i gh e r n u m b e r f r o m t h e s a m e t u b e .
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P h y l o g e n e t i c A n a l y s i s o f 1 6 s r R N A G e n e C l o n e L i b r a r i e s
16 s r R N A g e n e c l o n e l i b r a r i e s w e r e c o n s t r u c t e d b y r a n d o m l y s e l e c t i n g 14 4 c l o n e s
f r o m SI P f r a c t i o n s P C - 7 , C 2 - 1 2 , a n d S2 - 7 a n d f r o m s a m p l e M L 2 (D N A e x t r a c t e d f r o m t h e
c h e m o s t a t m i x e d l i q u o r o b t a i n e d a t t h e s a m e t im e a s t h e p o s t - e n r i c h m e n t SI P e x p e r im e n t ) f o r
s e q u e n c i n g . U s e f u l s e q u e n c e i n f o r m a t i o n w a s o b t a i n e d f r o m 4 0 c l o n e s f r o m th e s a m p l e o f
m i x e d l i q u o r , 19 c l o n e s fr o m f r a c t i o n PC - 7 , 2 3 c l o n e s o f f r a c t i o n S2 - 7 , a n d 6 c l o n e s f r o m
f r a c t i o n C2 - 12 . A c l o n e l i b r a r y w a s c o n s t r u c t e d f r o m f r a c t i o n C 2 - 1 2 r a t h e r t h a n C 2 - 1 1 a f t e r
t h e v o l u m e o f s a m p l e C 2 - 1 1 w a s d e p l e t e d f r o m o t h e r a n a l y s e s . F r a c t i o n C 2 - 1 2 p r o du c e d a
v e r y s im i l a r D G G E p r o fi l e t o f r a c t i o n C 2 - 1 1 (n o t s h o w n ) a n d w a s d e t e r m i n e d t o b e a s u i t a b l e
s u b s t i t u t e f o r C 2 - 1 1 fo r t h e h e a v y f r a c t i o n i n SI P i n c u b a t i o n C2 o n t h a t b a s i s .
A p h y l o g e n e t i c t r e e o f t h e c l o n e l i b r a r i e s , i n c l u d i n g t h e m o s t c l o s e l y r e l a t e d
s e q u e n c e s o b t a i n e d f r o m a B L A ST N s e a r c h , i s s h o w n i n F i g u r e 8 . T h e t r e e w a s r o o t e d w i t h
t h e 16 s r RN A g e n e f r o m Th e r m u s a q u a t i c u s ( a t h e r m o p h i l i c b a c t e r i u m n o t l i k e l y t o b e
c l o s e l y r e l a t e d t o b a c t e r i a f o u n d i n a c t i v a t e d s l u dg e ) a s t h e o u t l i e r . T h e p r e - e n r i c h m e n t c l o n e
l i b r a r y (P C) d i sp l a y e d g r e a t e r p h y l o g e n e t i c d i v e r s i t y t h a n b o th t h e m i x e d l i q u o r a f t e r
c h e m o s t a t e n r i c h m e n t (c l o n e l i b r a r y M L ) a n d t h e h e a v y f r a c t i o n s o f t h e p o s t - e n r i c h m e n t
s p i k e - f e d SI P i n c u b a t i o n s (c l o n e l i b r a r i e s C a n d S) . I n t u r n , t h e m i x e d l i q u o r h a d g r e a t e r
d i v e r s i t y t h a n t h e h e a v y f r a c t i o n s fi
^
o m th e p o s t - e n r i c h m e n t SI P i n c u b a t i o n s , w h i c h i s
c o n s i s t e n t w i t h th e D G G E a n a l y s i s d e s c r i b e d a b o v e .
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P C - 1 6
Th e r m u s a q u a t i c u s Y T - 1 (L 0 9 6 6 3 )
r P C - 1 0
'
U n c u lt u r e d b a c t e r iu m c lo n e B3 N R 6 9 D 1 3 (A Y 9 5 7 9 2 8 )
P C - 0 6
U n c u lt u r e d s o i l b a c t e r i u m c l o n e L 1 A 1 1 E0 3 (A Y 98 9 34 3 )
PC - 1 3
U n c u l t u r e d I n t r a s p o r a n g i a c e a e b a c t e r iu m c lo n e s l<a 2 6 ( AY 7 10 2 8 5 )
r
- S - 2 1
I r - M L - 0 6
' - i - S - 11 ( 1 1 s e q )
M L - 08 ( 3 s e q )
M L - 12 ( 2 2 s e q )
i C - 3 9 (4 s e q )
A z o s p ir il l u m s p B 5 1 0 (A B 0 4 9 11 1 )
A z o s p i r i ll u m s p D A 6 - 2- 2 (A Y 1 1 8 2 2 3 )
M L - 4 1
U n c u lt u r e d b a c t e r iu m c lo n e o c a 3 0 (A Y 4 9 1 6 2 4 )
P C - 0 3
U n c u lt u r e d M e thy l o c y s ta c e a e b a c t e r i u m c l o n e M 1 0 Ba 4 2 ( AY 3 6 0 6 32 )
PC - 1 8
A l p h a p r o t e o b a c t e r i u m A 0 8 3 9 (A F 2 3 6 0 0 2 )
r
— Ba c t e r i u m P E0 3 - 6 G 4 (A S 12 7 7 8 3 )
P C - 0 4
S t e n o tr o p h o m o n a s s p T o ya m a
- 1 (A B 1 8 0 6 6 2 )
M L - 4 0
M L - 0 4 ( 2 s e q )
S - 2 7
M L - 2 0 ( 3 s e q )
P s e u d o x a n t h o m o n a s t a i w a n e n s i s (A B2 10 2 7 8 )
P C- 0 2
U n c u lt u r e d b e t a p r o t e o b a c t e r iu m c lo n e E b p r 1 6 ( A F 2 5 5 6 3 1)
M L - 2 1
Aq u a t ic b a c t e r iu m R 1- B 12 (A B 19 5 7 4 4 )
U n c u l t u r e d b a c t e r i u m H O C IC i 5 9 (A Y 3 2 8 6 0 8 )
P C - 0 7
U n c u lt u r e d b e t a p r o t e o b a c t e r iu m c lo n e 2 0 2 T 36 (D Q 1 1 0 0 7 2 )
S - 02
U n c u l t u r e d b e t a - p r o t e o b a c t e r iu m c l o n e S 1 5 B - M N 1 1 4 (A J 5 8 3 1 7 4 )
r PC - 0 9
S - 1 6
' S l im e c o n t r o l (B D 17 5 0 5 3 )
_
r
— M L - 3 4 ( 3 s e q )"
^ — U n c u l t u r e d B a c t e r o id e t e s b a c t e r i u m
c l o n e A KY G 1 5 3 9 (A Y 9 2 1 7 3 2 )
• G r e a t e r t h a n 9 0 % b o o t s t r a p s u p p o r t a t n o d e




- 4 p c - o 5
y C o m a m o n a s t e s t o s t e r o n i ( A B 10 9 7 5 0 )
, Y Co m a m o n a s t e s t o s t e r o n i M B I C 3 8 4 1 (A B 0 0 7 9 9 7 )
I - C - 3 0
J P C - 19
*— U n c u lt u r e d e u b a c t e r i u m c l o n e 8 1 (U E U 4 1 2 6 7 8 )
i P C - 1 5 (2 s e q )
' U n c u lt u r e d ba c t e r iu m c lo n e : U T F S - O 0 4 - 6 2 - 0 7 ( A B 1 66 7 76 )
P C - 2 0 (3 s e q )
U n c u lt u r e d b e t a p r o t e o b a c t e r iu m c lo n e c c s 4 (A Y 13 3 0 7 8 )
i P C . 0 8
' U n c u lt u r e d b a c t e r i u m c lo n e o c 5 3 (A Y 4 9 1 5 9 4 )
r S - 1 9 (7 s e q )
^ IVIL - 0 5 (3 s e q )I B a c t e r iu m r A I I (A B 0 2 13 6 2 )
F i g u r e 8 16 S r R N A G e n e - b a s e d Ph y l o g e n e t i c T r e e . T h e n u m b e r o f c l o n e s r e p r e s e n t e d b y a s e q u e n c e
d e s i gn a t e d a s a s i n g l e O T U i s l is t e d i n p a r e n t h e s e s a ft e r s e q u e n c e s w h i c h r e p r e s e n t m u l t i p l e c l o n e s . S e q u e n c e s
o b t a i n e d b y a B L A ST N s e a r c h a r e f o l l o w e d b y th e i r a c c e s s i o n n u mb e r i n p a r e n t h e s e s .
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T a b l e 3 s h o w s th e c l o s e s t r e l a t e d s e q u e n c e a s d e t e r m i n e d b y a B L A ST N s e a r c h t o a l l
s e q u e n c e s c h o s e n t o r e p r e s e n t O T U s i n t h i s s t u d y . T h e s e q u e n c e s a r e g r o u p e d a s d e t e r m i n e d
b y th e R i b o s o m a l D a t a b a s e P r o j e c t I I (R D P ) (C o l e e t a l . , 2 0 0 5 ) C l a s s i f i e r w e b - b a s e d
p r o g r a m w i t h th e s e q u e n c e s o b t a i n e d i n t h i s s t u d y (a s o p p o s e d t o t h o s e f o u n d i n t h e
B L A ST N s e a r c h ) u s e d a s t h e i n p u t . E a c h c l o n e fr o m t h i s e x p e r im e n t i s l i s t e d u n d e r i t s m o s t
c l o s e l y r e l a t e d s e q u e n c e (o r o n e o f i t s m o s t c l o s e l y r e l a t e d s e q u e n c e s i f m u l t i p l e s e q u e n c e s
w e r e e q u a l l y r e l a t e d ) . T h e c l o n e i d e n t i f i c a t i o n i s f o l l o w e d b y t h e n u m b e r o f b a s e s c o m p a r e d
b y B L A ST N a n d t h e p e r c e n t s im i l a r i t y i n p a r e n t h e s e s .
O f t h e 2 3 s e q u e n c e s o b t a i n e d fr o m t h e S c l o n e l i b r a r y , o n e w a s h i g h l y s im i l a r t o
C o m a m o n a s t e s t o s t e r o n i o f t h e (3- p r o t e o b a c t e r i a c l a s s a n d B u r kh o l d e r i a l e s o r d e r a n d w a s
c l a s s i f i e d a s 10 0% Co m a m o n a s b y t h e RD P C l a s s i f i e r A n o th e r O T U w h i c h r e p r e s e n t e d 7
s e q u e n c e s w a s c l a s s i f i e d a s 9 8% Co m a m o n a s b y t h e RD P C l a s s i f i e r . T w o O T U s w e r e o t h e r
t y p e s o f B u r k h o l d e r i a l e s a c c o r d i n g t o t h e RD P C l a s s i f i e r r e s u l t s , w h i c h i s i n g e n e r a l
a g r e e m e n t w i t h t h e p h y l o g e n e t i c t r e e g r o u p i n g . A n o t h e r o f t h e S c l o n e l i b r a r y O T U s w a s a
y
- p r o t e o b a c t e r i u m . T w o o f t h e O T U s w e r e m o s t s im i l a r t o A z o s p i r i l l u m o f t h e
a - p r o t e o b a c t e r i a , o n e o f w h i c h w a s t h e m o s t a bu n d a n t s e qu e n c e t y p e ( 1 1 o f t h e 2 3 c l o n e s i n
t h e S c l o n e l i b r a r y ) . I n s u m m a r y , a c c o u n t i n g f o r O T U s w i t h m u l t i p l e s e q u e n c e s , 1 0 o f 2 3
s e q u e n c e s w e r e B u r k h o l d e r i a l e s , 12 o f 2 3 s e q u e n c e s w e r e s im i l a r t o A z o sp i r i l l a , a n d o n e w a s
a y - p r o t e o b a c t e r i u m i n t h e S c l o n e l i b r a r y .
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o T a b l e 3 . C l a s s i f i c a t i o n o f 16 S r R N A G e n e C l o n e s
M o s t c l o s e ly r e l a t e d s e q u e n c e b y B L A ST N (A c c e s s i o n n u m b e r )
P r e - e n r i c h m e n t S I P
C o n t i n u o u s
P o s t - e n r i c h m e n t
C h e m o s t a t M i x e d
L i q u o r
P o s t - e n r i c h m e n t S I P
C o n t i n u o u s S p i k e
a - P r o t e o b a c t e ri a
A z o s p i r i l l u m s p D A 6 - 2 - 2 ( A Y l 18 2 2 3 )
A z o s p i r i l l u m s p . B 5 10 (A B 0 4 9 1 1 1 )
U n c u l t u r e d b a c t e ri u m c l o n e o c a 3 0 (A Y 4 9 16 24 )
A lp h a p r o t e o b a c t e ri u m A 0 8 39 (A F 2 3 6 0 0 2 )
U n c u l t u r e d M e t h y l o c y s t a c e a e b a c t e r i u m c l o n e M 10 B a 4 2 (A Y 3 6 0 6 3 2 )
B a c t e ri u m P E 0 3 - 6 G 4 (A B 12 7 7 8 3 )
^ P r o t e o ba c t e ri a
C o m a m o n a s t e s t o s t e r o n i M B 1C 3 S4 1 ( A B 0 0 7 9 9 7 )
C o m a m o n a s t e s t o s t e r o n i (A B 10 9 7 5 0 )
B a c t e ri u m r A l 1 (A B 02 13 6 2 )
U n c u l t u r e d e u b a c t e ri u m c l o n e 8 1 (U E U 4 12 6 7 8 )
U n c u l t u r e d b a c t e ri u m c l o n e o c 5 3 (A Y 4 9 15 9 4 )
U n c u l t u r e d b e t a p r o t e o b a c t e ri u m c l o n e c c s 4 (A Y 13 3 0 7 8 )
U n c u l t u r e d b e t a - p r o t e o b a c t e ri u m c l o n e S 15 B - M N 1 14 (A J 5 8 3 17 4 )
U n c u l t u r e d b a c t e ri u m c l o n e :U T F S - O Q4 - 6 2 - 0 7 ( A B 16 6 7 7 6 )
P C - 1 8 (5 9 4 ; 9 8 )
P C - 0 3 (6 9 5 ; 9 7 )
PC - 16 (4 2 4 ; 9 4 )
P C - 0 5 (4 8 9 ; 9 8 )
P C - 19 ( 7 2 1; 9 8 )
P C - 0 8 ( 5 4 8 ; 9 9 )
PC - 2 0 (5 8 l ; 9 9 )
PC - 15 (5 9 2 ; 9 9 )
M L - 0 6 (7 16 ; 9 4 )
M L - 0 8 (4 4 4 ; 9 7)
M L - 12 ( 7 7 9 ; 9 7)
M L - 4 1 (5 4 1; 10 0 )
M L - 0 5 (8 0 8 ; 9 9)
C - 3 9 ( 58 0 ; 9 6 ) S - 1 1 (7 2 7 ; 9 7 )
S - 2 1 (4 4 7 ; 9 6)
C - 3 0 ( 5 6 6 ; 9 4 ) S - 0 4 (8 4 4 ; 9 9 )
8 - 16 (6 3 8 ; 9 8 )
S - 19 (7 8 5 ; 9 9 )
S - 0 2 (4 5 8 ; 10 0 )
T a b le 3 (c o n t i n u e d ) . C l a s s i fi c a t i o n o f 1 6 S r R N A G e n e C l o n e s
P r e - e n r i c h m e n t S I P
P o s t - e n r i c h m e n t
P o s t - e n r i c h m e n t S I P
M o s t c l o s e l y r e l a t e d s e q u e n c e b y B L A ST N (A c c e s s i o n n u m b e r )
C h e m o s t a t M ix e d
C o n t i n u o u s L i q u o r C o n t i n u o u s S p i k e
^ P r o te o b a c t e r i a
U n c u l t u r e d b e ta p r o t e o b a c t e r i u m c l o n e 2 0 2 T 3 6 (D Q l 10 0 7 2 ) PC - 0 7 (5 6 0 ; 9 4 )
A q u a t i c b a c t e ri u m R 1 - B 12 (A B 19 5 7 4 4 )
U n c u l t u r e d b a c t e ri u m H O C l C i5 9 (A Y 3 2 8 6 0 8 )
U n c u l t u r e d b e t a p r o t e o b a c t e ri u m c l o n e E b p r l 6 (A F 2 5 5 6 3 1) P C - 0 2 (7 0 3 ; 9 7 )
y - P r o t e o b a c t e r i a
P s e u d o x a n t h o m o n a s t a h v a n e n s i s ( A B 2 10 2 7 8 )
S t e n o t r o p h o m o n a s s p T o y a m a - 1 ( A B 18 0 6 6 2 ) P C - 04 (7 1 8 ; 9 9)
B a c t e r o i d e t e s
U n c u l t u r e d B a c te r o id e t e s b a c t e ri u m c l o n e A K Y G 15 3 9 (A Y 9 2 17 3 2 )
S l i m e c o n t r o l m e t h o d n e u t r a l p a p e r m a k i n g (B D 17 5 0 5 3 ) P C - 0 9 ( 5 1 7 ; 9 5 )
A c t i n o ba c t e r i a
U n c u l t u r e d I n t r a s p o r a n g i a c e a e b a c t e ri u m c l o n e s k a 2 6 ( A Y 7 10 2 8 5 ) P C - 13 ( 6 9 7 ; 9 9 )
U n c l a s s i fi e d B a c t e r i a
U n c u l t u r e d s o i l b a c t e ri u m c l o n e L 1A 1 1E 0 3 (A Y 9 8 9 34 3) PC - 0 6 (5 7 1; 9 8 )
U n c u l t u r e d b a c t e ri u m c l o n e B 3 N R 6 9 D 13 (A Y 9 5 7 92 8) PC - 10 (5 0 9 ; 9 0 )
M L - 2 1 ( 6 7 3 ; 9 6 )
M L - 0 4 ( 8 0 7 ; 9 7 )
M L - 4 0 ( 5 2 3 ; 9 3 )
M L - 2 0 ( 6 5 3 ; 9 6 )
M L - 3 4 ( 5 2 8 ; 9 5 )
C - 0 6 ( 60 0 ; 9 9 )
S - 2 7 ( 74 5 ; 9 7)
T h e m o s t n u m e r i c a l l y d o m i n a n t O T U i n t h e M L c l o n e l i b r a r y , a c c o u n t i n g f o r 2 6 o f
4 0 s e q u e n c e s a n d m o s t s im i l a r t o A z o s p i ri l l u m , w a s a l s o t h e d o m i n a n t s e q u e n c e i n t h e S -
l i b r a r y . T h e M L c l o n e l i b r a r y h a d f e w e r s e q u e n c e s , 3 o f 4 0 s e q u e n c e s , b e l o n g in g t o
B u r kh o l d e r i a l e s ( P- p r o t e o b a c t e r i a ) a n d a h i g h e r n u m b e r , 6 o f 4 0 s e q u e n c e s , o f
y - p r o t e o b a c t e r i a t h a n t h e S c l o n e l i b r a r y . O f t h e r e m a i n i n g s e q u e n c e s , o n e g r o u p e d w it h t h e
a - p r o t e o b a c t e r i a n o t s im i l a r t o A z o sp i r i l l a , 3 g r o u p e d w i th B a c t e r i o d e t e s , a n d o n e g r o u p e d
w i t h t h e P- p r o t e o b a c t e r i a .
O f t h e 6 s e q u e n c e s o b t a i n e d fr o m th e C c l o n e l i b r a r y , 4 w e r e m o s t s im i l a r t o
A z o sp i r i l l a , o n e c l u s t e r e d w i t h t h e B u r kh o l d e r i a l e s , a n d o n e g r o u p e d e l s e w h e r e w i t h i n t h e
p- p r o t e o b a c t e r i a .
S e q u e n c e s o f a - , P- , a n d y - p r o t e o b a c t e r i a , B a c t e r i o d e t e s , A c t i n o b a c t e r i a , a n d
u n c l a s s i f i e d b a c t e r i a w e r e o b t a i n e d fr o m t h e PC c l o n e l i b r a r y . N o s e q u e n c e s c l o s e l y r e l a t e d
t o A z o s p i r i l l u m w e r e r e c o v e r e d , b u t o n e s e qu e n c e o f C o m a m o n a s a n d 7 o t h e r
B u r kh o l d e r i a l e s s e qu e n c e s w e r e f o u n d i n t h e P C l i b r a r y .
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C H A P T E R 4
D I S C U S SI O N
B a s e d o n c l o n e l i b r a r y a n a l y s i s o f
" h e a v y
"
D N A fr o m S I P o f a n a c t i v a t e d s lu d g e
c o m m u n i t y e n r i c h e d o n p h e n o l , i t a p p e a r s t h a t P- p r o t e o b a c t e r i a o f t h e C o m a m o n a s g e n u s
a n d p o s s i b l y a n o t h e r g e n u s o f t h e o r d e r B u r k h o l d e r i a l e s w e r e im p o r t a n t p h e n o l d e g r a d e r s i n -
t h i s s t u d y . Se q u e n c e s s i m i l a r t o C o m a m o n a s a p p e a r e d t o b e t h e o n l y s e q u e n c e s i n c o m m o n
t o D N A r e c o v e r e d f r o m a l l
" h e a v y
" fr a c t i o n s f r o m SI P i n c u b a t i o n (P C , C , a n d S c l o n e
l i br a r i e s ) , a n d t h e r e f o r e a p p e a r t o b e t h e o n l y p h e n o l - d e g r a d i n g b a c t e r i a i n t h e m i c r o b i a l
c o m m u n i t i e s b e f o r e a n d a f t e r c h em o s t a t e n r i c h m e n t . T h e im p o r t a n c e o f t h e p s u b c l a s s o f
P r o t e o b a c t e r i a f o r d e gr a d a t i o n o f p h e n o l i n a c t i v a t e d s l u d g e h a s b e e n s u g g e s t e d p r e v i o u s l y
(M a n e f i e l d e t a l . , 2 0 0 5 ; W a t a n a b e a n d H i n o , 1 9 9 6 ; W a t a n a b e e t a l . , 1 9 9 8) B a c t e r i u m r A l 1
(A B 0 2 13 6 2 ), a B u r k h o l d e r i a l e s s e q u e n c e t o w h i c h 8 s e q u e n c e s fr o m t h e p o s t - e n r i c h m e n t
sp i k e - f e d SI P a n d 3 p o s t - e n r i c h m e n t m i x e d l i q u o r s e q u e n c e s w e r e c l o s e l y r e l a t e d , w a s
i s o l a t e d b y d i r e c t p l a t i n g fr o m a n a c t i v a t e d s l u d g e s a m p l e a f t e r 3 5 d a y s o f l o a d i n g t h e




(W a t a n a b e e t a l . , 19 9 9 ) . T h e p o s s i b l e o c c u r r e n c e
o f p h e n o l - d e g r a d i n g y - p r o t e o b a c t e r i a (c l o n e S- 2 7 , a s i n g l e t o n s e q u e n c e ) i s a l s o c o n s i s t e n t
w i t h p r e v i o u s r e p o r t s (W a t a n a b e e t a l . , 19 9 8 ; Wh i t e l e y a n d B a i l e y , 2 0 0 0 ) .
I t a p p e a r s f r o m t h i s s tu dy t h a t a - p r o t e o b a c t e r i a m a y p o t e n t i a l l y p l a y a m o r e
im p o r t a n t r o l e i n p h e n o l d e g r a d a t i o n b y a c t i v a t e d s l u d g e t h a n h a s b e e n f o u n d i n p r e v i o u s
s t u d i e s (C o l e e t a l . , 2 0 0 5 ; W a t a n a b e e t a l , 19 9 8 ; Wh i t e l e y a n d B a i l e y , 2 0 0 0 ) . T h e m aj o r i t y
o f s e q u e n c e s r e c o v e r e d fr o m t h e c h e m o s t a t m i x e d l i q u o r (M L c l o n e l i b r a r y ) , t h e p o s t -
e n r i c h m e n t c o n t i n u o u s l y f e d i n c u b a t i o n (C c l o n e l i b r a r y ) a n d t h e p o s t - e n r i c h m e n t s p i k e - f e d
i n c u b a t i o n ( S c l o n e l i b r a r y ) w e r e m o s t c l o s e l y r e l a t e d t o t h e a - p r o t e o b a c t e r i a l g e n u s
A z o sp i r i l l u m . St r a i n s o f A z o sp i r i l l u m p r e v i o u s l y i s o l a t e d f r o m th e r h i z o s p h e r e a n d
r h i z o p l a n e o f d i f f e r e n t p l a n t s h a v e d i s p l a y e d p h e n o l - d e g r a d i n g c a p a b i l i t y (B a r k o v s k i i e t a l . ,
19 9 5) , b u t t h e p o t e n t i a l im p o r t a n c e o f A z o sp i r i l l u m i n p h e n o l d e g r a d a t i o n by a c t i v a t e d s l u d g e
h a s y e t t o b e d e s c r i b e d .
A l t h o u gh i t a p p e a r s f r o m t h e D G G E a n a l y s i s t h a t t h e c o m m u n i t y o f p h e n o l d e g r a d e r s
e n r i c h e d u n d e r t h e d i f f e r e n t f e e d i n g c o n d i t i o n s i n t h e p o s t - e n r i c h m e n t SI P s a m p l e s w e r e
s im i l a r (f r a c t i o n s C 2 - 1 1 a n d S2 - 7 m o s t c l e a r l y d e m o n s t r a t e t h i s o c c u r r e n c e ) , t h e fi n d in g th a t
t h e m a n n e r o f
' '
C - l a b e l e d s u b s t r a t e a d d i t i o n t o a m i c r o b i a l c o m m u n i t y c a n a f f e c t t h e d e gr e e
o f l a b e l i n g c o u l d h a v e im p l i c a t i o n s fo r f u r t h e r SI P s t u d i e s . I t i s p o s s i b l e t h a t a l a r g e r f r a c t i o n
o f c a r b o n i s u s e d f o r a n a b o l i s m w h e n t h e s u b s t r a t e i s a d d e d a s a s p i k e b e c a u s e e x c e s s c a r b o n
a n d e n e r g y a r e a v a i l a b l e f o r s o m e t i m e a f t e r t h e s p i k e , w h i l e a l a r g e r f r a c t i o n i s a t t r i b u t e d t o
c a t a b o l i s m w h e n t h e s u b s t r a t e i s a d d e d s l o w l y a n d c o n t i n u o u s l y . W h e n th e s u b s t r a t e i s
a d d e d s l o w l y a n d c o n t i n u o u s l y , a l o w s t e a d y - s t a t e c o n c e n t r a t i o n o f t h e s u b s t r a t e i s
m a i n t a i n e d
, p o t e n t i a l l y r e qu i r i n g th a t m o r e o f t h e c a r b o n b e u s e d f o r m a i n t e n a n c e o f t h e c e l l s
r a t h e r t h a n f o r g r o w t h . A n a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n f o r t h e r e d u c e d
' '
C - e n r i c h m e n t o f D N A
du r i n g t h e i n c u b a t i o n w i t h c o n t i n u o u s a dd i t i o n o f p h e n o l i s t h a t t h e s l o w a v a i l a b i l i t y o f
p h e n o l p e r m i t t e d s im u l t a n e o u s u t i l i z a t i o n o f e x o g e n o u s , u n l a b e l e d c a r b o n s o u r c e s b y t h e
p h e n o l
- d e g r a d i n g b a c t e r i a . C o n c e n t r a t i o n s o f d i s s o l v e d C O D u n r e l a t e d t o p h e n o l w e r e h i g h
(T a b l e 1 ) , s u g g e s t i n g t h a t t h e r e w a s a s i g n i fi c a n t p o o l o f u n l a b e l e d c a r b o n p o t e n t i a l l y
a v a i l a b l e f o r f u r t h e r a s s im i l a t i o n . F r o m th e a v a i l a b l e d a t a , i t i s n o t p o s s i b l e t o d i s t in g u i s h
b e t w e e n t h e s e a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n s f o r t h e r e d u c e d a s s im i l a t i o n o f
^^
C d u r i n g th e SI P
e x p e r im e n t w i t h c o n fi n u o u s a d d i ti o n o f [U -
' ^
C ]p h e n o l .
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T h e m e th o d b y w h i c h s u b s t r a t e i s m a d e a v a i l a b l e t o a m i c r o b i a l c o m m u n i t y h a s b e e n
k n o w n f o r m a n y y e a r s t o i n f l u e n c e t h e s e l e c t i o n o f o r g a n i s m s w i t h i n t h e c o m m u n i t y . I n
w a s t e t r e a t m e n t , c l a s s i c s t u d i e s i l l u s t r a t e d t h a t d i f f e r e n t c o m m u n i t i e s a r e s e l e c t e d d e p e n d i n g
o n w h e t h e r t h e c o m m u n i t y i s e x p o s e d t o a s u b s t r a t e c o n c e n t r a t i o n g r a d i e n t (Ch u d o b a e t a l . ,
19 9 1; C h u d o b a e t a l , 19 8 5 ) . T h i s e f f e c t m u s t r e q u i r e r e l a t i v e l y l o n g - t e r m e x p o s u r e t o s u c h
c o n d i t i o n s
,
h o w e v e r
,
s i n c e n o q u a l i t a t i v e d i f f e r e n c e s i n t h e p h e n o l - d e g r a d i n g p o p u l a t i o n s
w e r e o b s e r v e d b e t w e e n t h e s p i k e - f e d a n d c o n t i n u o u s l y f e d c u l t u r e s o v e r t h e 2 0 - h o u r p e r i o d
o f t h e p o s t - e n r i c h m e n t SI P e x p e r im e n t .
I n s u m m a r y , P- p r o t e o b a c t e r i a o f t h e g e n u s C o m a m o n a s a p p e a r t o b e im p o r t a n t
p h e n o l d e g r a d e r s a s p r e v i o u s l y n o t e d , b u t f u r t h e r r e s e a r c h i n t o t h e r o l e o f A z o sp i r i l l u m i n
p h e n o l - d e gr a d i n g a c t i v a t e d s l u d g e i s w a r r a n t e d . A l s o , i n c u b a t i o n c o n d i t i o n s m u s t b e
c a r e f u l l y c o n s i d e r e d f o r t h e ir p o t e n t i a l a f f e c t s o n m i c r o b i a l s e l e c t i o n i n f u t u r e S I P
e x p e r im e n t s .
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,
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,




K i n g s t o n , R . E . , M o o r e , D . D . , Se i d m a n , J . G . , Sm i t h , J . A . , a n d
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,
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C o l e
,
J . R .
,




F a r r i s
,
R . J . , W a n g , Q . , K u l a m , S . A . , M c G a r r e l l , D . M . e t a l . T h e
R i b o s o m a l D a t a b a s e Pr o j e c t (R D P - I I ) : s e q u e n c e s a n d t o o l s f o r h i g h - t h r o u gh p u t
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G i o v a n n o n i
,
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P h e n a n t h r e n e i n a B i o r e a c t o r T r e a t i n g C o n t a m i n a t e d So i l . A p p l . E n v i r o n . M i c r o b i o l .
7 1 [ 3 ] , 1 2 0 2 - 12 0 9 . 2 0 0 5 / 3 / 1 .
3 7
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T o t a l C O D (m g / L ) 3 80 ; 3 4 0 4 1 1 ; 3 5 4 3 4 7 ; 2 62 3 18 ; 3 4 6
So l u b l e C O D (m g /L ) 2 7 1 ; 2 6 6 15 1; 14 5 14 7 ; 15 3 2 3 2 ; 2 2 5
T S S (m g / L ) 5 0 ; 8 0 13 0 ; 18 0 19 0 ; 180 9 0 ; 12 0
Ph e n o l C o n c e n t r a t i o n (m g / L ) 0 . 0 7 ; 0 . 12 0 . 2 5 0 . 2 0 ; 0 . 2 0 0 . 34 ; 0 . 4 0
p H 6 3 0^ 6 3 5 6 3 6 6 . 0 3
^
p H m e a s u r e m e n t t a k e n o n D a y 2 0
A - 1
T a b l e A - 2 . R e s p i r o m e t r y R e s u l t s
P h e n o l C o n c e n t r a t i o n , O x y g e n U t i l i z a t i o n R a t e , Sp e c i f i c Su b s t r a t e U t i l i z a t i o n R a t e ,
Ss (m g - L
- '
)





) Q (h r
- ^
)
0 . 2 1
0 . 5 0
1. 0 5
2 . 0 9
5 . 0 3
5 . 0 3
10 . 5















4 . 7 0
0 . 0 7 1
0 . 0 9 1
0 . 0 9 1
0 0 9 8
0 . 0 94
0 . 0 9 9
0 . 0 8 6
0 . 0 6 8
0 . 0 4 3
0 . 0 2 5
T a b l e A - 3 . P o s t - i n c u b a t i o n P h e n o l C o n c e n t r a t i o n o f SI P I n c u b a t i o n s
SI P I n c u b a t i o n P h e n o l C o n c e n t r a t i o n (m g / L ) P e r c e n t R e m o v a l
P r e - e n r i c h m e n t , C o n t i n u o u s (P C )
Pr e - e n r i c h m e n t
,
Sp i k e (P S)
P o s t - e n r i c h m e n t , C o n t i n u o u s (C I )
P o s t - e n r i c h m e n t , C o n t i n u o u s (C 2)
P o s t - e n r i c h m e n t
,
Sp i k e (S I )
Po s t - e n r i c h m e n t , Sp i k e (S2 )
- 0 . 2 0
0 . 5 5
0 . 4 5
0 . 4 9
0 . 4 8
0 . 4 9
10 0 . 5
9 8 . 7
9 8 . 9
9 8 . 8
9 8 . 9
9 8 . 8
A - 2
5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0
t^ m '» » *




F i g u r e A - 1 . D G G E o f SI P F r a c t i o n s f r o m I n c u b a t i o n S2 . L o w e r
- n u m b e r e d fr a c t i o n s
c o n t a i n m o r e f u l l y - l a b e l e d D N A th a n h i g h e r
- n u m b e r e d f r a c t i o n s .
A - 3
5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0
(. . 1 - ' * ' • i P W w i i *
■
m ^
5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 14 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9
F i g u r e A - 2 . D G G E o f SI P F r a c t i o n s f r o m I n c u b a t i o n C 2 . L o w e r - n u m b e r e d f r a c t i o n s
c o n t a i n m o r e f u l l y - l a b e l e d D N A th a n h i g h e r - n u m b e r e d fr a c t i o n s .
A - 4
T a b l e A - 4 . O p e r a t i o n a l T a x o n o m i c U n i t (O T U ) G r o u p i n g s
R e p r e s e n t a t i v e N u m b e r o f
C l o n e Sim i l a r C l o n e s Sim i l a r C l o n e s C o m p r i s i n g O T U
C - 3 9
M L - 12
4
2 2
M L - 3 4
M L - 0 8
M L - 0 4
M L - 0 5
M L - 2 0
P C - 2 0
P C - 1 5











, C - 3 9 , C - 4 4 , C - 4 7
M L - 0 1
,
M L - 0 3
,
M L - 0 9
,
M L - 10
,
M L - 12
,
M L - 13
,
M L - 14
,
M L - 16 , M L - 17 , M L - 19 , M L - 2 4 , M L - 2 5 ,
M L - 2 6
,
M L - 2 7
,
M L - 2 8
,
M L - 2 9
,
M L - 3 1
,
M L - 32
,
M L - 4 3
,
M L - 4 4 , M L - 4 5 , M L - 4 6
M L - 3 3
,
M L - 3 4
,
M L - 3 6
M L - 0 2
,
M L - 0 8 , M L - 3 5
M L - 0 4
,
M L - 1 1
M L - 0 5
,
M L - 0 7 , M L - 2 3
M L - 2 0
,
M L - 3 7
,
M L - 4 2
P C - 1 1, P C - 2 0 , P C - 2 3






















S- 0 1, S- 0 5 , S - 0 7 , S- 13 , S - 17 , S- 1 8 , S- 19
A - 5
T a b l e A - 5 . A c c e s s i o n N u m b e r s o f Se q u e n c e s O b t a i n e d f r o m C l o n e L i b r a r i e s
S e q u e n c e I D (A c c e s s i o n N u m b e r ) Se q u e n c e ID (A c c e s s i o n N u m b e r )
C - 0 6 ( D Q3 2 2 17 2 )
C - 3 0 (D Q3 2 2 17 3 )
C - 3 9 ( D Q3 2 2 17 4 )
M L - 0 4 (D Q3 2 2 17 5 )
M L - 0 5 (D Q3 2 2 17 6 )
M L - 0 6 (D Q3 2 2 17 7 )
M L - 0 8 (D Q3 2 2 17 8 )
M L - 12 ( D Q3 2 2 17 9 )
M L - 2 0 ( D Q3 2 2 18 0 )
M L - 2 1 (D Q3 2 2 18 1)
M L - 3 4 (D Q3 2 2 18 2 )
M L - 4 0 (D Q3 2 2 18 3 )
M L - 4 1 (D Q3 2 2 18 4 )
S - 0 2 (D Q3 2 2 2 0 0 )
S- 0 4 (D Q3 2 2 2 0 1)
S- 1 1 (D Q3 2 2 2 0 2 )
S- 16 (D Q3 2 2 2 0 3 )
S - 19 (D Q3 2 2 2 0 4 )
S- 2 1 (D Q3 2 2 2 0 5 )
S- 2 7 (D Q3 2 2 2 0 6 )
P C - 0 2 (D Q3 2 2 18 5)
P C - 0 3 (D Q3 2 2 186 )
P C - 04 (D Q3 2 2 18 7)
P C - 0 5 (D Q3 2 2 18 8)
P C - 0 6 (D Q3 2 2 189 )
PC - 0 7 (D Q3 2 2 19 0 )
P C - 0 8 (D Q3 2 2 19 1)
PC - 0 9 (D Q3 2 2 19 2 )
PC - 10 (D Q3 2 2 19 3 )
P C - 13 (D Q3 2 2 19 4 )
PC - 15 (D Q3 2 2 19 5)
PC - 16 (D Q3 2 2 19 6 )
P C - 18 (D Q3 2 2 19 7 )
PC - 1 9 (D Q3 2 2 19 8)
P C - 2 0 (D Q3 2 2 19 9 )
A - 6
